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1. Einleitung / Literaturübersicht 
 
1.1. Das Virus der infektiösen Bursitis 
 Die infektiöse Bursitis ist eine schwere, hochkontagiöse Erkrankung junger Hühner, die 
meist Tiere im Alter von 3 bis 6 Wochen betrifft. Sie wurde1962 erstmals durch COSGROVE 
als eine spezifische neue Erkrankung beschrieben und wird nach dem Ort des ersten 
Auftretens in Gumboro, Delaware (USA) auch als "Gumboro Disease" bezeichnet. Aufgrund 
der schweren Läsionen in der Bursa Fabricii (BF) infizierter Tiere (WINTERFIELD u. 
HITCHER, 1962) wurde für die Krankheit die Bezeichnung "Infectious Bursal Disease" 
(IBD) eingeführt und das ätiologische Agens als "Infectious Bursal Disease Virus" (IBDV) 
bezeichnet. 
 Die taxonomische Zuordnung von IBDV in eine bekannte Virusfamilie bereitete 
zunächst Schwierigkeiten. Erst nach Isolierung des Erregers und Anzüchtung in 
Hühnerembryofibroblasten (HEF) konnte das Virus näher charakterisiert werden (NICK et al., 
1976; MÜLLER et al., 1979b). Durch Vergleich der Strukturmerkmale von IBDV mit vier 
weiteren noch nicht klassifizierten animalen Viren (DOBOS et al., 1979) wurde schließlich 
die neue Virusfamilie Birnaviridae (bisegmented RNA) etabliert (BROWN, 1986). Neben 
IBDV gehören das Virus der infektiösen Pankreasnekrose (IPNV) der Salmoniden, das 
Tellina Virus (TV) und das Oyster Virus (OV) der Mollusken sowie das Drosophila X Virus 
der Fruchtfliege zu dieser Familie. 
 Aus dem Respirationstrakt von Puten wurde ebenfalls ein Erreger isoliert (McNULTY 
et al., 1979; JACKWOOD et al., 1982; CHETTLE et al., 1985), der die Strukturmerkmale 
von IBDV aufwies (JACKWOOD et al., 1984a). Dieser ist unter natürlichen und 
experimentellen Bedingungen für Hühner und Puten apathogen (PERLEMANN u. HELLER, 
1983; JACKWOOD et al., 1984b; 1985). Die Puten-Isolate konnten mit Hilfe von 
Neutralisationstests von den Hühner-Isolaten unterschieden werden und wurden daher als 
Serotyp 2 bezeichnet. Die hühnerpathogenen Virusstämme gehören alle dem Serotyp 1 an 
(McFERRAN et al., 1980; JACKWOOD et al., 1982). 
 Die Infektion mit IBDV wurde durch den Einsatz konventioneller Lebend- und 
Totimpfstoffe gut beherrscht, jedoch sind in den 80er Jahren weltweit erneut schwere 
Krankheitsausbrüche bekannt geworden (MÜLLER et al., 1992). In den USA zeigten diese 
neuen Virus-Isolate einen "antigenic drift" und durchbrachen daher den Impfschutz der Tiere 
(JACKWOOD u. SAIF, 1987; SNYDER et al., 1992). Weitere, zunächst in Europa und Japan, 
später weltweit, aufgetretene akute Fälle von IBD (CHETTLE et al., 1989; van den BERG et 
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al., 1991; NUNOYA, et al. 1992) wurden dagegen von sogenannten hochvirulenten (hv) 
IBDV-Stämmen verursacht, deren erhöhte Virulenz nicht auf Änderungen in den Antigen-
Eigenschaften zurückzuführen ist (ÖPPLING et al., 1991a; VAN DEN BERG et al., 1991; 
ETERRADOSSI et al., 1992; LIN et al., 1993). Dies stellt immer noch eine erhebliche 
Bedrohung der Geflügelwirtschaft dar. 
 
1.2. Infektiöse Bursitis 
 Die Infektion mit IBDV verläuft nach dem Schema einer zyklischen Virusinfektion. 
Nach einer oralen Infektion oder Inhalation des Erregers vermehrt sich das Virus in 
darmassoziierten Lymphozyten und Makrophagen. Mit einer ersten Virämie erreicht es die 
BF, das Zielorgan, in welcher eine massive Vermehrung des Virus stattfindet. In einer 
anschließenden zweiten Virämie wird der Organismus mit großen Virusmengen überflutet 
und eine sekundäre Vermehrung in anderen Organen erfolgt (MÜLLER et al., 1979a).  
 Die klinische Symptomatik bei akuten Infektionen ist charakterisiert durch gesträubtes 
Gefieder, Inappetenz, Erschöpfung und wäßrig-weißen Durchfall (COSGROVE, 1962). Bei 
hoher Morbidität kommt es, abhängig vom jeweiligen Virusstamm, zu einer Mortalität 
zwischen 0 % und 80 % (BECHT, 1980). Pathologisch-anatomisch fällt eine stark ödematös 
geschwollene BF mit zum Teil hämorrhagischen Entzündungen auf. Im weiteren Verlauf der 
Erkrankung wird eine fortschreitende Nekrose der Lymphfollikel mit Atrophie des Organs 
beobachtet (CHEVILLE, 1967). Bei schwerem Verlauf sind zudem Blutungen im Bereich der 
Brust- und Oberschenkelmuskulatur zu beobachten (SKEELES et al., 1980).  
 Die höchste Empfänglichkeit liegt bei Hühnern im Alter zwischen 3 und 6 Wochen, da 
die BF zu diesem Zeitpunkt maximal entwickelt ist. In den ersten Lebenstagen infizierte 
Küken weisen dagegen keinerlei Krankheitssymptome auf (HITCHNER, 1971). Diese 
subklinische Infektion führt jedoch, wie auch bei überlebenden Tieren einer akuten Infektion, 
zu einem chronischen Krankheitsverlauf mit Läsionen in der BF bzw. zu deren Zerstörung 
(WINTERFIELD et al., 1972; HUDSON et al., 1975). Die Folge ist eine Immunsuppression, 
die in einer erhöhten Anfälligkeit der Tiere gegenüber fakultativ pathogenen Keimen und zu 




 IBDV ist ein unbehülltes Virus mit einem ikosaedrischen Kapsid von 60 nm 
Durchmesser (NICK et al., 1976). Das Genom besteht aus 2 Segmenten (A und B) einer 
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doppelsträngigen (ds)RNA (MÜLLER et al., 1979b; DOBOS et al., 1979). Die Länge der 
beiden RNA-Segmente wurde durch elektronenmikroskopische Messungen auf ca. 3200-3400 
Basenpaare (bp) bei Segment A und auf 2750-2900 bp bei Segment B geschätzt (AZAD et al., 
1985; MÜLLER u. NITSCHKE, 1987a). Die Analyse der kompletten Sequenzen zeigte, daß 
Segment A von Serotyp 1 3261 bp lang ist; bei Serotyp 2 besitzt dieses Segment 3264 bp. Für 
Segment B konnten bei beiden Serotypen 2827 bp nachgewiesen werden (MUNDT u. 
MÜLLER, 1995).  
 Auf dem Segment A sind ein großer und ein kleiner Leserahmen vorhanden. Der große 
Leserahmen kodiert für ein 108 Kilodalton (kDa) großes Polyprotein, das die Strukturproteine 
in der Anordnung N-VP2-VP4-VP3-C enthält (HUDSON et al., 1986; AZAD et al., 1987). 
MÜLLER und BECHT (1982) zeigten einen zweistufigen Spaltprozeß der Strukturproteine, 
wie dies auch für IPNV, dem Prototyp der Birnaviridae, bekannt ist (DOBOS, 1977; DOBOS 
u. ROWE, 1977; MACDONALD u. DOBOS, 1981). Dabei wird das Polyprotein in einem 
ersten Schritt in das 45-50 kDa große Vorläuferprotein VP2a und in ein 55-60 kDa großes 
Protein gespalten. Im Verlauf der Virusreifung erfolgt die Abspaltung eines 4 kDa großen 
Fragmentes (VP2c) von VP2a, so daß VP2b (40-45 kDa) entsteht (ÖPPLING, 1991; 
SCHNITZLER, 1993; SCHNITZLER et al., 1993). Letzteres ist überwiegend in reifen 
Viruspartikeln zu finden. Aus dem zweiten, 55-60 kDa großen Protein gehen VP3 (30-32 
kDa) und VP4 (28 kDa) hervor. 
 Die Spaltung des Polyproteins erfolgt durch VP4, welches autokatalytische 
Proteaseaktivität besitzt (HUDSON et al., 1986; AZAD et al., 1987; JAGADISH et al., 1988; 
SANCHEZ u. RODRIGUEZ, 1999; BIRGHAN et al., 2000; LEJAL et al., 2000). Die 
Spaltstellen für die Strukturproteine liegen zwischen den Aminosäuren 511-514 und 754-756 
(SANCHEZ u. RODRIGUEZ, 1999). VP4 selbst ist in großen Mengen in den infizierten 
Zellen vorhanden (MÜLLER u. BECHT, 1982). In diesen Zellen ist es im Zytoplasma und 
auch im Zellkern in Form von Mikrotubuli, jedoch nicht in den reifen Viruspartikeln zu 
finden (GRANZOW et al., 1997).  
 Die beiden Proteine VP2 und VP3 bilden zusammen über 90 % des Proteingehaltes der 
Viruspartikel (DOBOS et al., 1979). Die äußere Oberfläche des Virions besteht aus 
trimerischen Untereinheiten, die durch VP2 gebildet werden. An der Innenseite des Kapsids 
befindet sich das VP3 (BÖTTCHER et al., 1997; LOMBARDO et al., 1999). Das carboxy-
terminale Ende von VP3 soll Funktionen bei der Stabilisierung des RNA-Genomes besitzen 
(HUDSON et al., 1986). Weiterhin werden für VP3 Interaktionen mit VP2 und VP1 vermutet 
(BÖTTCHER et al., 1997). Die kürzlich nachgewiesene Bildung von Komplexen mit VP1 
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scheint ein wichtige Rolle bei der Morphogenese der IBDV-Partikel zu spielen 
(LOMBARDO et al., 1999; TACKEN et al., 2000). 
 Der zweite, zum Teil überlappende Leserahmen auf dem Segment A kodiert für ein 
kleines Protein mit einer Größe von 16 kDa (SPIES et al., 1989; SPIES, 1990; KIBENGE et 
al., 1990). Dieses als VP5 bezeichnete Protein (MUNDT et al., 1995) wurde in IBDV-
infizierten Zellen, jedoch nicht im Viruspartikel, nachgewiesen. Dabei zeigten neuere 
Untersuchungen, daß das Protein im Golgi-Apparat und der Plasmamembran der infizierten 
Zellen lokalisiert ist (LOMBARDO et al., 2000). VP5 ist jedoch nicht für die Vermehrung des 
Virus notwendig (MUNDT et al., 1997); seine Funktion ist unbekannt.  
 Segment B kodiert für ein Protein mit einem Molekulargewicht von 90 kDa, welches als 
VP1 oder p90 bezeichnet wird (AZAD et al., 1985; MORGAN et al., 1988). Es ist nur in 
geringen Mengen in reifen Viruspartikeln vorhanden; als freies Polyprotein und als kovalent 
an die Enden der RNA-Segmente gebundenes Protein. Letzteres führt zur Zirkularisierung des 
Genoms (MÜLLER u. NITSCKE, 1987b; KIBENGE u. DHAMA, 1997). VP1 besitzt neben 
einer RNA-abhängigen RNA-Polymeraseaktivität (SPIES et al., 1987) auch Guanylyl- und 
Methyltransferaseaktivität (SPIES, 1990; SPIES u. MÜLLER, 1990) und hat somit große 
Bedeutung für die Transkription und Replikation des Virus. Weiterhin wurde auch eine 
Komplexbildung mit dem Kapsidprotein VP3 (s. oben) nachgewiesen, welcher eine 
Schlüsselrolle für die Verpackung der Viruspartikel zugeschrieben wird (LOMBARDO et al., 
1999). 
 
1.4. Immunogene Eigenschaften viraler Proteine 
 Alle Antikörper mit neutralisierenden Eigenschaften sind gegen das VP2 gerichtet 
(AZAD et al., 1987; BECHT et al., 1988; FAHEY et al., 1989). Da diese kein denaturiertes 
VP2, sondern nur die native Form erkennen, zeigt, daß für die Induktion neutralisierender 
Antikörper konformationsabhängige Epitope verantwortlich sind (BECHT et al., 1988). Die 
Bindung neutralisierender monoklonaler Antikörper (mAk) an VP2 findet nur innerhalb einer 
kleinen Region zwischen den Aminosäuren 206 und 350 des VP2 statt, die als 
"hypervariable" Domäne bezeichnet wird. Diese ist stark hydrophob und wird von 
hydrophilen Regionen flankiert (BAYLISS et al., 1990). Sequenzanalysen des VP2 
verschiedener IBDV-Stämme und die Selektion von "Escape"-Mutanten haben bestätigt, daß 
diese Region die antigenen Variationen von IBDV-Stämmen repräsentiert (ÖPPLING et al., 
1991a; SCHNITZLER et al., 1993; van den BERG et al., 1994; VAKHARIA et al., 1994). 
Die gegen das VP2 gerichteten neutralisierenden Antikörper sind serotypspezifisch. Daneben 
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besitzt VP2 mindestens noch ein gruppenspezifisches Epitop, welches jedoch keine 
neutralisierende Antikörper-Antwort induziert (BECHT et al., 1988; ÖPPLING et al., 1991a; 
SCHNITZLER, 1993; SCHNITZLER et al., 1993). 
 Das VP3 besitzt neben gruppenspezifischen auch serotypspezifische Epitope, die jedoch 
alle nicht konformationsabhängig sind (ÖPPLING et al., 1991b; MAHARDIKA et al., 1994). 
Die gegen VP3 gerichteten Antikörper haben keine neutralisierenden Eigenschaften. 
 
1.5. Virusvermehrung in vitro und in vivo  
 Zielzellen für IBDV sind die B-Lymphozyten in der BF. Das Krankheitsbild entwickelt 
sich auch nur dann, wenn das Virus frühzeitig nach Infektion in dieses Organ gelangt, in 
welchem es sich schnell vermehren kann. Dies belegen Experimente mit chirurgisch 
bursektomierten Tieren, die eine sonst tödlich verlaufende Infektion mit IBDV ohne 
Krankheitssymptome überlebten (KÄUFER u. WEISS, 1980). 
 IBDV vermehrt sich in einer Population proliferierender B-Zellen; weder 
undifferenzierte Stammzellen in der BF noch ausdifferenzierte periphere B-Lymphozyten sind 
betroffen (BECHT, 1980; BEUG et al., 1981; MÜLLER et al., 1986a). Als Zielzellen wurden 
zunächst Immunglobulin-M-präsentierende Bursalymphozyten angenommen (HIRAI u. 
CALNEK, 1979; NAKAI u. HIRAI, 1981; 1984). Dies konnte in weiteren Studien mit 
"Rosetting"-Techniken und FACS-Analysen jedoch nicht bestätigt werden (MÜLLER, 
1986b). Die für eine Virusvermehrung günstigsten Bedingungen sind somit bei Hühnern im 
Alter von 3 bis 6 Wochen gegeben, da proliferierende Bursalymphozyten zu diesem Zeitpunkt 
ca. 20 % der Gesamtpopulation der Lymphozyten der BF ausmachen (MÜLLER, 1986b; 
BURKHARDT u. MÜLLER, 1987). 
 Während sich die pathogenen Serotyp 1-Stämme von IBDV in der BF sehr gut 
vermehren, ist die Replikationsrate der apathogenen Serotyp 2-Stämme gering. Infektionen 
mit dem zum Serotyp 1 gehörenden Stamm Cu-1 (NICK et al., 1976) resultieren in einer 
massiven Vermehrung des Virus in nahezu allen Follikeln der BF. Das Organ wird 
vollständig zerstört und die Tiere erkranken vorübergehend (MÜLLER et al., 1987). Dagegen 
vermehrt sich der zum Serotyp 2 gehörende Putenstamm 23/82 (CHETTLE et al., 1985) in 
nur 1 % bis 2 % der Bursafollikel; die Hühner sind zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion 
krank (MÜLLER, 1987). 
 In vitro wurde eine verminderte Empfänglichkeit der Bursalymphozyten beobachtet, da 
nach Infektion mit Cu-1 nur ca. 20 % der Zellen das Virus vermehrten (MÜLLER, 1986b; 
MÜLLER, 1987). Dies zeigt, daß das Mikromilieu in der BF einen besonderer Einfluß auf die 
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Virusinfektion hat. Auch kann durch Zugabe von BF-Extrakten nicht-infizierter Tiere eine 
Steigerung der Vermehrungsrate in vitro erreicht werden (MÜLLER, 1986a; BURKHARDT 
u. MÜLLER, 1987). Das Putenisolat 23/82 hat jedoch auch in vitro in den Bursalymphozyten 
nur eine geringe Infektionsfähigkeit. Darüberhinaus findet in vivo und in vitro in 
Lymphozyten aus Milz und Thymus nur eine geringgradige Vermehrung von Viren beider 
Serotypen statt (KÄUFER u. WEISS, 1980; CURSIEFEN, 1980; MÜLLER, 1987). 
 Diese Befunde wiesen unter anderem auf eine bessere Bindung der Serotyp 1-Stämme 
an die Zelloberfläche von Bursalymphozyten hin. Jedoch konnten keine spezifischen 
Rezeptorstrukturen für die Zelltypspezifität determiniert werden. Es wurden 
serotypübergreifende und eine für den Serotyp 2 spezifische Bindungsstelle auf den 
Lymphozyten nachgewiesen. Unerwarteterweise ist jedoch für den Serotyp 1 keine 
serotypspezifische Bindungsstelle vorhanden (NIEPER u. MÜLLER, 1996). 
 Beide Serotypen von IBDV lassen sich nach Adaptation in vitro in zahlreichen primären 
Zellkulturen, wie z.B. in embryonalen Hühnernierenzellen und HEF (LUKERT u. DAVIS, 
1974; NICK et al., 1976; McNULTY et al., 1979) vermehren. IBDV vermehrt sich besser in 
Fibroblasten als in epitheloiden Zellen (NICK et al., 1976) und führt dort zu zytopathischen 
Effekten. Neben Puten- und Wachtelembryofibroblasten (MÜLLER, 1987) kann IBDV auch 
in permanenten Säugetierzell-Linien, wie RK13, Vero, BGM-70 und M4-104 Zellen (PETEK 
et al., 1973; LUKERT et al., 1975; JACKWOOD et al., 1987; KIBENGE et al., 1988) 
vermehrt werden. 
 In Bursalymphozyten, den Zielzellen von IBDV, können nach in vitro-Infektion schon 
nach 90 min die ersten IBDV-spezifischen Proteine nachgewiesen werden; nach 6 Stunden (h) 
sind reife Polypeptide nachweisbar (MÜLLER u. BECHT, 1982). In HEF dagegen dauert ein 
Replikationszyklus 10 h bis 16 h, nach Infektion mit dem Serotyp 2 noch etwas länger 
(LUKERT u. DAVIS, 1974; NICK et al., 1976; JACKWOOD et al., 1984a; MÜLLER, 1987). 
In permanenten Säugetierzell-Linien ist ein Replikationszyklus erst nach 48 h abgeschlossen 
(LUKERT et al., 1975; JACKWOOD et al., 1987; KIBENGE et al., 1988). Diese Ergebnisse 
zeigen erneut, daß die besten Bedingungen für eine Vermehrung von IBDV in den 
Bursalymphozyten herrschen.  
 
1.6. Pathogenität verschiedener IBDV-Stämme 
 Von einem aus der Bursa infizierter Hühner isolierten Feldisolat, Cu-1wt, (NICK et al., 
1976; ZIERENBERG et al., 2000) wurden zahlreiche Varianten hergestellt, die sich in 
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Struktur- und Replikationsmerkmalen vom Wildtyp unterscheiden. Infektionen mit diesen 
verschiedenen Stämme führen zu unterschiedlichen Krankheitsverläufen beim Huhn. 
 Das Wildtypvirus Cu-1wt verursacht eine akute Erkrankung bei empfänglichen 
Hühnern, mit einer Mortalität bis zu 100 % innerhalb von 3 Tagen post infectionem (p.i.). Die 
Follikel der BF werden vollständig zerstört und auch in anderen lymphatischen Organen wie 
Milz und Thymus treten Veränderungen auf (CURSIEFEN et al., 1979; KÄUFER u. WEISS, 
1980). Neben kompletten Partikeln können aus der Bursa von Cu-1wt-infizierten Hühnern 
unreife "assembly"-Produkte des Virus gewonnen werden (LANGE, 1985; LANGE et al., 
1987). Solche Gemische sind infektiös, haben aber insgesamt einen geringeren RNA-Gehalt. 
Neben den Strukturproteinen tauchen in den unreifen Partikeln noch andere höhermolekulare 
Proteine auf, und das VP4, die virale Protease, liegt in höheren Konzentrationen vor. 
 Nach Adaptation des Wildtyps an HEF konnte der Stamm Cu-1 isoliert werden (NICK 
et al., 1979), der trotz seiner Zellkulturadaptation noch pathogene Eigenschaften besitzt 
(LANGE et al., 1987; MÜLLER et al., 1991). Infizierte Hühner zeigen einen milderen 
Krankheitsverlauf und sterben nicht (LANGE, 1985). Die Bursa wird auch hier vollständig 
zerstört. Eine Infektion von HEF mit Cu-1 mit hoher Infektionsmultiplizität (MOI) resultiert 
in der Bildung inkompletter Partikel. Einerseits treten die auch in Bursalymphozyten 
beobachteten unreifen "assembly"-Produkte auf (s. oben), aber auch fehlerhaft 
zusammengebaute, nicht-infektiöse Partikel sind zu finden, die durch Fehler in der 
proteolytischen Spaltung des Polyproteins entstehen. Als Ursache werden sich regelmäßig 
wiederholende Mutationen im Segment A, bedingt durch Infektionen mit hoher MOI, 
angesehen. Die unreifen Viruspartikel interferieren mit der Vermehrung der Standardpartikel 
(MÜLLER u. BECHT, 1982; MÜLLER et al., 1986). Dies ist verbunden mit einem Absinken 
der Infektiösität mit zunehmenden Passagen und wird als "von Magnus-Phänomen" 
bezeichnet (von MAGNUS, 1954). Das Fehlen solcher nicht-infektiöser Partikel nach 
Infektion von Bursalymphozyten zeigt wiederum, daß diese die optimalen Zielzellen für 
IBDV sind. 
 Cu-1M ist eine Mutante von Cu-1, die nach mehrfacher Passagierung des Virus in HEF 
mit hoher MOI entstand (CURSIEFEN et al., 1979; LANGE et al., 1985; MÜLLER et al., 
1986). Dieses Virus vermehrt sich langsamer, so daß es in HEF zur Ausbildung kleiner 
Plaques (M = Mini) kommt. Infektionen von Hühnern führen zu geringen Veränderungen in 
den Follikeln der BF, wobei die Bursa nach der Infektion wieder regeneriert wird. Mit den 
gegen Cu-1M gebildeten neutralisierenden Antikörpern wird eine belastbare Immunität 
 8 
 
gegenüber Infektionen mit dem pathogenen Wildtyp erreicht (CURSIEFEN et al., 1979), so 
daß dieses Virus als Impfvirus zum Einsatz kam. 
 Die aus Puten isolierten Stämme, die dem Serotyp 2 angehören, sind für Hühner (und 
Puten) apathogen. Es treten keine klinischen Symptome auf; Veränderungen in der BF 
bestehen kaum oder sind nur sehr geringgradig (JACKWOOD et al., 1982; 1984b; MÜLLER, 
1987; ISMAIL et al., 1998). Eine Infektion der Tiere findet jedoch statt, da Serotyp 2-
spezifische Antikörper unter experimentellen und natürlichen Bedingungen bei den Hühnern 
festgestellt wurden (JACKWOOD u. SAIF, 1982; ISMAIL et al., 1998).  
 
1.7. "Virulenzmarker" für die Bestimmung der Pathogenität auf Genomebene 
 Durch die Bildung von Reassortanten sollten die pathogenen Eigenschaften von IBDV-
Stämmen auf eines der beiden Genomsegmente zurückgeführt werden. Die Reassortante R1, 
die das Segment A des pathogenen Serotyp 1-Stammes Cu-1 (Strukturproteine) und das 
Segment B des Serotyp 2-Stammes 23/82 (Polymerase)  besitzt, nimmt eine Mittelstellung 
zwischen den Elternviren hinsichtlich Pathogenität und Replikation ein (MÜLLER, 1987). 
Daher wird vermutet, daß die vom Segment A des Serotyps 1 kodierten viralen Proteine 
wahrscheinlich eine bessere Infektion der Lymphozyten im Vergleich zu 23/82 ermöglichen. 
Die Vermehrungsgeschwindigkeit ist dagegen durch die "fremde" Polymerase im Vergleich 
zu Cu-1 herabgesetzt. Der Serotyp 2 weist gegenüber dem Serotyp 1                        
65 Aminosäureaustausche im Segment A auf, die für die Wirts- und Zelltypspezifität 
verantwortlich sein könnten. Im Segment B sind 10 Aminosäureaustausche gezeigt. Diese 
könnten die Leistungsfähigkeit der Polymerase (VP1) von 23/82 beeinträchtigen und zu einer 
geringeren Replikationsgeschwindigkeit, verbunden mit herabgesetzter Virulenz, führen 
(BERNSTEIN, 1994). Diese Ergebnisse zeigen, daß die Pathogenität von IBDV-Stämmen 
nicht einem der beiden Genomsegmente allein zugeschrieben werden kann. 
 Die Serotyp 1-Stämme, die in den USA trotz Impfschutz schwere Krankheitsausbrüche 
verursachten, zeichnen sich durch veränderte Antigen-Eigenschaften aus. Obwohl die 
hypervariable Region des VP2 die molekulare Grundlage für Antigen-Variationen darstellt (s. 
1.4.), ist kein klar definierter "hot spot" in dem für das VP2 kodierendem Bereich identifiziert, 
der für die Pathogenität verantwortlich ist. 
 Die hv-Stämme von IBDV, die in Europa, Afrika und Asien isoliert wurden, zeigten 
dagegen keine drastischen Änderungen im Bereich der neutralisierenden Epitope; sie sind in 
die klassischen Serotyp 1-Stämme einzuordnen. Diese Virusstämme können nicht in 
Zellkultur vermehrt werden. Adaptation erfordert mehrere Passagen in Zellkultur oder im 
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embryonierten Hühnerei und führt zu einer Attenuierung des Virus für das Huhn (SPIES et 
al., 1987; YAMAGUCHI et al., 1996a). Es sind einige Aminosäureaustausche im Bereich der 
hypervariablen Region des VP2 identifiziert, die für die Adaptation der Stämme an Zellkultur 
verantwortlich sind (LIM et al., 1999; MUNDT, 1999). Sequenzanalysen der Genome von 
Wildtypviren und deren attenuierten Varianten zeigen weiterhin, daß Mutationen in 
verschiedenen Regionen des Genomes für die Attenuierung von Stämmen verantwortlich sein 
können (MÜLLER et al., 1992; BERNSTEIN, 1994; HASSAN et al., 1996; YAMAGUCHI 
et al., 1996b).  
 
1.8. Pathogenese von IBD und Immunsuppression  
 Voraussetzung für die klinische Symptomatik der IBD ist die rapide Vermehrung von 
IBDV in der BF und Überflutung des Organismus mit großen Virusmengen. Der Organismus 
wird sozusagen mit Virus überschwemmt, ohne daß die Abwehrmechanismen des Wirtes 
wirksam werden konnten (CURSIEFEN et al., 1979; ROTT, 1979; KÄUFER u. WEISS, 
1980). Die eigentliche Ursache für die krankmachende Wirkung und hohe Mortalität von 
IBDV ist nicht geklärt. Es wurde vermutet, daß durch starke Gewebszerstörung freigesetzte 
zelluläre Substanzen, wie z.B. Gewebsthromboplastin, zu einer intravasalen Gerinnung führen 
können (SKEELES et al., 1980). Auch die Ablagerung von Antigen-Antikörper-Komplexen 
in den renalen Glomeruli könnten mit von Bedeutung sein (LEY et al., 1979). Makrophagen 
wird eine spezifische Rolle in der Pathogenese zugeschrieben, da diese in der akuten Phase 
der Infektion mit IBDV Zytokine, wie z.B. Interferone (IFN), Tumor-Nekrosefaktor (TNF) 
und auch Interleukin 6 (IL-6), produzieren (KIM et al., 1998). Auch wird der Einwanderung 
von T-Zellen in die BF nach Infektion eine Bedeutung beigemessen (TANIMURA u. 
SHARMA, 1997). 
 Für die Immunsuppression wird die Zerstörung von B-Zellen in der Bursa 
verantwortlich gemacht. Daneben ist jedoch auch ein Effekt auf die zelluläre Immunantwort 
gezeigt wurden (SHARMA u. FREDRICKSEN, 1987; SHARMA et al., 1989; CLOUD et al., 
1992). Nach IBDV-Infektion kommt es zur Beeinträchtigungen der regulären Funktion von T-
Helferzellen und Makrophagen, ebenso wurde die Vermehrung von Suppressor-Zellen 
beobachtet (SHARMA u. LEE, 1983; SHARMA u. FREDRICKSEN, 1987; VERVELDE u. 
DAVISON, 1997; LAM, 1998).  
 Dabei resultiert der Verlust an lymphoiden Zellen in der BF jedoch nicht nur aus den 
bekannten nekrotischen Prozessen, die in den späten Stadien der Infektion festgestellt werden. 
Eine Atrophie des Organs wurde auch beobachtet, ohne daß Entzündungserscheinungen 
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vorhanden gewesen waren (ROSENBERGER et al., 1985). In weiteren Untersuchungen 
konnte dann gezeigt werden, daß in der Entstehung der Erkrankung und Immunsuppression 
nach IBDV-Infektion apoptotische Prozesse offenbar eine maßgebliche Rolle spielen. 
VASCONCELOS u. LAM (1994) zeigten die Induktion von Apoptose in IBDV-infizierten 
peripheren Blutlymphozyten. Apoptose ist weiterhin beschrieben nach Infektion von HEF und 
Vero-Zellen mit IBDV (THAM u. MOON, 1996). Auch nach der Infektion empfänglicher 
Hühner mit IBDV wurden apoptotische Prozesse in der BF (VASCONCELOS u. LAM, 1995; 
LAM, 1997; OJEDA et al., 1997; TANIMURA u. SHARMA, 1998; NIEPER et al., 1999) 
und im Thymus (INOUE et al., 1994; TANIMURA u. SHARMA, 1998) nachgewiesen. 
  
1.9. Apoptose und Virusinfektionen 
 Der Begriff "Apoptose" wurde von KERR et al. (1972) geprägt, die diesem Prozeß eine 
"ergänzende, aber gegensätzliche Rolle zur Mitose in der Regulation der tierischen 
Zellpopulation" zuschrieben. So scheint jede differenzierte Zelle des Organismus die 
Fähigkeit zu besitzen, ein "Selbstmord" - Programm zu aktivieren ( = programmierter Zelltod, 
Apoptose). Dieser Prozeß ist ein wichtiger regulatorischer Mechanismus, der an Umbau- und 
Differenzierungsprozessen im Organismus beteiligt ist: Zellen und Gewebe, die nicht mehr 
gebraucht werden, im Überfluß produziert wurden, bei denen eine genetische Störung vorliegt 
oder von denen eine Gefahr für den Organismus ausgeht (wie z.B. bei Infektionen), werden 
eliminiert (THOMPSON, 1995).  
 Der apoptotische Zelltod ist durch typische morphologische Veränderungen der Zelle 
charakterisiert (COHEN et al., 1993; SAVILL et al., 1993; KERR et al., 1994; THOMPSON, 
1995), die diesen von der Nekrose unterscheiden und so auch zur Diagnostik der Apoptose 
genutzt werden: Aktivierte Cystein-Proteasen, sogenannte Caspasen, spalten zelluläre 
Proteine wie Laminin, Aktin und andere Bestandteile des Zytoskelett. Die Folge ist eine 
Schrumpfung des Zytoplasmas. Durch Aktivierung von Endonukleasen wird die zelluläre 
DNA zwischen den Nukleosomen gespalten, so daß DNA-Fragmente in einer Größe von 200 
bp und deren Vielfaches entstehen (WYLLIE et al., 1980). Der Zellkern schrumpft, das in 
ihm enthaltene Chromatin kondensiert und lagert sich an der Kernmembran ab. An der 
Zellmembran bilden sich charakteristische Bläschen und schlauchförmige Ausstülpungen 
("membrane blebbing"), die sich später abschnüren und die sogenannten "apoptotic bodies" 
bilden. Auch der Nukleus zerfällt in einzelne Fragmente und geht mit in diese "apoptotic 
bodies" ein. Durch Verlagerung von Phosphatidylserin an die Außenseite der Zellmembran 
werden apoptotische Zellen von Makrophagen erkannt, phagozytiert und abgebaut (FADOK 
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et al., 1992). Da die Zellmembran trotz der genannten Veränderungen intakt bleibt, wird 
verhindert, daß zelluläre Bestandteile freigesetzt werden. Die apoptotischen Zellen werden 
ohne eine entzündliche Reaktion eliminiert.  
 Apoptose kann dabei durch das Anschalten zahlreicher Signalwege nach Stimulierung 
durch extra- oder auch intrazelluläre Faktoren induziert werden. Bei einer Schädigung der 
zellulären DNA z.B. wird p53, ein Tumor-Suppressor-Protein, aktiviert, welches entweder 
den Zellzyklus stoppt oder, im Falle einer sehr starken Schädigung, Apoptose auslöst 
(LEVINE, 1997). Einige Beispiele, die im Falle einer Virusinfektion eine Rolle spielen 
können, sind in Abbildung 1 und Tabelle 1 dargestellt (RAFF, 1998). So können aktivierte 
CD8+ T-Zellen an ihrer Oberfläche ein Protein (FasL) exprimieren, das an den Rezeptor (Fas) 
der infizierten Zelle bindet und in diesen über die Aktivierung der Caspasen (Tab. 1) 
Apoptose auslöst. Die Bindung von TNF führt in der Zielzelle ebenfalls zum apoptotischen 
Zelltod. Durch das von Lymphozyten produzierte Perforin wird die Zellmembran infizierter 
Zellen für sogenannte Granzyme, die auch von Lymphozyten produziert werden, durchlässig 
gemacht. Diese dringen in die Zelle ein und induzieren wiederum über Caspase-Aktivierung 
Apoptose. Im Rahmen der antiviralen Aktivität von IFN spielt die dsRNA-abhängige 
Proteinkinase PKR (auch als p68-Kinase bezeichnet) eine wichtige Rolle, die in der 
infizierten Zelle über verschiedene Wege den apoptotischen Zelltod induzieren kann 
(KAUFMANN, 1999). Daneben gibt es in der Zelle auch Mechanismen, die apoptotische 
Prozesse regulieren können. Dazu zählen die Proteine der Bcl-2 Familie, von denen einige, 
wie z.B. Bcl-2, Bcl-X und Mcl-1, Apoptose hemmen und andere, z.B. Bax und Bad, Apoptose 
fördern (RAFF, 1998). 
  Im Fall einer Virusinfektion würde die Induktion der Apoptose durch den Organismus 
die Vermehrung des Virus sowie dessen Verbreitung im Organismus reduzieren bzw. 
verhindern. Viele Viren haben daher Strategien zur Verzögerung oder Verhinderung eines 
frühzeitigen apoptotischen Zelltodes entwickelt, um Vermehrung oder auch Persistenz des 
Virus zu ermöglichen (SHEN u. SHENK, 1995; TEODORO u. BRANTON, 1997). Dazu 
gehören die Produktion viraler Proteine, wie z.B. CrmA des Pockenvirus oder p35 des 
Baculovirus, die direkt die Aktivität der Caspasen hemmen können. Andere wirken der 
Induktion der Apoptose entgegen, indem sie anti-apoptotische Mechanismen der Zelle (z.B. 
über virale Homologe zu Bcl-2) stimulieren. Eine Hemmung der p-68 Kinase ist z.B. für 
Vaccinia-Virus, Reovirus oder auch Influenza-Virus bekannt (KIBLER et al., 1997; YUE u. 
SHATKIN, 1997; BERGMANN et al., 2000). Andererseits sind zahlreiche Viren bekannt, die 
in späten Stadien der Infektion Apoptose induzieren. Dieser Prozeß scheint einen wichtigen 
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Schritt für die Verbreitung von Viren im Organismus zu spielen. Die Virus-induzierte 
Apoptose kann somit auch als Ursache für die klinische Manifestation und die 
zytopathogenen Effekte nach Virusinfektionen angesehen werden (SHEN u. SHENK, 1995). 
Obwohl dies schon für zahlreiche Viren gezeigt wurde, ist in den meisten Fällen jedoch noch 
unklar, welche viralen Produkte in der Induktion der Apoptose involviert sind. 
Abbildung 1: Schematische Darstellung möglicher Apoptose-Signalwege nach Virusinfektion (in
Anlehnung an ASHKENAZI u. DIXIT 1998; QUINLAN 1999). In der Abbildung sind einige Beispiele
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1.10. Problemstellung  
 Eine effiziente Vermehrung von IBDV in der BF mit Zerstörung der Bursa und 
Überflutung des Organismus mit großen Virusmengen wird für die hohe Mortalität 
verantwortlich gemacht. Die eigentliche Ursache für die krankmachende Wirkung von IBDV 
ist jedoch nicht geklärt. Die in jüngster Zeit nachgewiesenen apoptotischen Prozesse nach 
Infektionen mit IBDV ließen eine Bedeutung von Apoptose in der Pathogenese der 
Erkrankung vermuten. Darauf wiesen auch Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen hin, die 
apoptotische Prozesse nach Infektion mit sehr virulenten Stämmen in anderen lymphatischen 
Organen beobachten konnten (SHARMA et al., 1993; INOUE et al., 1994; TANIMURA u. 




- weist Homologien zu Mitgliedern der TNF-Familie auf 
- membrangebunden (v.a. auf NK-Zellen und aktivierten T-Zellen) oder in 
  löslicher Form vorkommend 
- Bindung an Fas → Oligomerisierung des Rezeptors → Anschalten Signalweg 
Fas 
(CD95 / APO-1) 
- Mitglied der TNF-Rezeptor Familie 
- wird bei den meisten Zelltypen exprimiert 





- vermittelt TNF-induzierte Apoptose 
- Bindung von TNF an TNFR1 → Oligomerisierung des Rezeptors 
  → Bildung TNFR1 / TRADD / FADD Komplex oder 




- vermittelt Fas- und TNF-induzierte Apoptose 
- Bildung Fas / FADD bzw. TNFR1 / TRADD / FADD Komplex  
   → Aktivierung von Caspase 8  → Aktivierung der Caspase-Kaskade 
Caspasen 
(Caspase 1 – 13) 
- Familie von Cystein-Proteasen  
- in inaktiven Vorstufen in der Zelle → Aktivierung durch autokatalytische  




- pro-apoptotische und anti-apoptotische Proteine 
- Verhältnis von hemmenden und induzierenden Proteinen entscheidet, ob  
  in Zelle Apoptose ausgelöst wird oder nicht 




- zelluläre Proteinkinase, auch als p68-Kinase bezeichnet 
- Expression durch IFN stimuliert → Aktivierung durch Bindung an dsRNA 
  → Abschalten Proteinsynthese, aber auch  
  → Aktivierung Caspasen → Apoptose 
 
Tabelle 1: Übersicht über Apoptose-induzierende Proteine. In der Tabelle sind Merkmale von 




SHARMA, 1998). Auf welchem Weg Apoptose durch IBDV ausgelöst wird, ist unbekannt. 
Veröffentlichte Untersuchungsergebnisse sind widersprüchlich. Nach THAM u. MOON 
(1996) ist für die Induktion von Apoptose die Vermehrung des Virus erforderlich. 
TANIMURA u. SHARMA (1998) konnten jedoch eine im Vergleich zu schein-infizierten 
Kontrollen verstärkte Apoptose sowohl in Virusantigen-exprimierenden als auch in 
Virusantigen-freien Bursafollikeln feststellen. Weiterhin wird ein direkter Einfluß der viralen 
Proteine VP2 und VP5 auf die Apoptose vermutet (FERNANDEZ-ARIAS et al., 1997; YAO 
et al., 1998), jedoch bleibt deren exakte Bedeutung noch unklar. Untersuchungen über 
Apoptose nach Infektionen mit den apathogenen Serotyp 2-Stämmen liegen nicht vor. 
 In der vorliegenden Arbeit wurde daher zunächst durch die Verwendung von HEF-
Kulturen ein in vitro-Modell entwickelt, um geeignete Verfahren zum Nachweis von 
Apoptose nach Infektion mit IBDV zu etablieren. Durch Vergleich virulenter Stämme und 
deren attenuierten Varianten sollte geklärt werden, ob Unterschiede in der Apoptose bestehen, 
die für die unterschiedliche Pathogenität der Stämme verantwortlich gemacht werden 
könnten. Schließlich sollten Infektionen mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 zeigen, ob diese 
apathogenen Viren Apoptose auslösen und somit auch eine Immunsuppression hervorrufen 
können.  
 Um weiterhin zu klären, ob Apoptose nach IBDV-Infektion tatsächlich eine Rolle spielt, 
war die Untersuchung apoptotischer Prozesse in den Organen IBDV-infizierter Hühner ein 
zweiter wichtiger Schwerpunkt der Arbeit. Dabei sollten die schon in vitro verwendeten 
IBDV-Stämme zur Infektion genutzt werden, um eine direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse 
zu erhalten.  
 Durch Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen Virus und Wirtszelle sollte 
schließlich versucht werden, an der Induktion der Apoptose beteiligte zelluläre Mechanismen 
wie auch virale Strukturen aufzudecken. 
 Die in den Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse sollten somit die Grundlagen für die 
Entwicklung einer effizienten und sicheren Lebendvakzine bilden, die die für die Induktion 
schützender Antikörper notwendigen Epitope besitzt, aber keine schädigenden Auswirkungen 
auf das Immunsystem (Depletion von Lymphozyten in der BF und anderen lymphatischen 
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Dokumentationssystem (Intas, Göttingen); ELISA Reader (MWG Biotech); Mikroskope: 
Umkehr-Mikroskope (Olympus), Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus); Ei-Inkubator 
(Schumacher, Grünberg-Ladenbach); FACSCalibur (Beckton Dickinson); Pipettierhilfen 
(Gilson, France; Eppendorf, Hamburg; Integra Biosciences, Fernwald); Photometer DU-64 
(Beckman, München); Sonifier 250 (Branson); Sterilwerkbänke (Heraeus, Hanau); 
TouchDown™ Thermalcycler (Hybaid GmbH, Heidelberg); Eindeckautomat Tissue Tek 
(Vogel GmbH & Co KG, Gießen); Zentrifugen: Tischzentrifuge, gekühlt (Heraeus, Hanau), 
Zellkulturzentrifuge (Heraeus, Hanau), Ultrazentrifuge (Beckman, München); UV-Lampe; 
Video-Dokumentation (Intas, Göttingen) 
 
2.1.2. Verbrauchsmaterial 
 Deckgläschen (Roth, Karlsruhe); Nitrozellulosefilter (Pall); Pipettenspitzen (Greiner, 
Frickenhausen); Reaktionsgefäße: 50 ml, 15 ml, 1,5 ml (Greiner, Frickenhausen), für PCR 
(Biozym, Oldendorf); Sterilfilter (Sartorius, Göttingen); Plastik-Petrischalen (Greiner, 
Frickenhausen); Zellschaber (Costar); Polystyren-Röhrchen (Merck Eurolab GmbH) 
 
2.1.3. Befruchtete Hühnereier 
 Zur Herstellung von Kulturen aus HEF wurden befruchtete Eier von konventionell 
gehaltenen Hühnern der Firma Lohmann (Bornitz) bezogen. 
 
2.1.4. Eukaryote Zell-Linie 






Hühner der Rasse "White Leghorn" wurden aus spezifisch-pathogen-freien Eiern der 
Firma Lohmann, Cuxhaven, in der Bundesforschungsanstalt für Viruskrankheiten der Tiere 




 Der in den Versuchen verwendete Stamm Cu-1 gehört zum Serotyp 1 von IBDV und ist 
eine Variante eines von NICK et al. (1976) in Gießen isolierten pathogenen Wildtypes. Dieser 
Stamm ist an HEF adaptiert (LANGE et al., 1987).  
 Cu-1M stellt eine attenuierte Variante von Cu-1 dar, die nach 10-facher Passage in HEF 
mit hoher MOI entstand (CURSIEFEN et al., 1979; LANGE, 1985; MÜLLER et al., 1986). 
 D78 ist ein zum Serotyp 1 gehörender Impfstamm von IBDV (Intervet Inc., Millsboro, 
Del.). 
 Der als D78/VP5minus bezeichnete Stamm wurde von Dr. E. Mundt (BFAV, Insel Riems) 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Dieses Virus stellt eine Mutante des Stammes D78 
dar, in welcher das Nicht-Strukturprotein VP5 nicht exprimiert wird (MUNDT et al., 1997).  
 Der 1984 aus gesunden Puten isolierte Stamm 23/82 (CHETTLE et al., 1985) 
repräsentiert den apathogenen Serotyp 2 und wurde von Dr. N.E. Reed (New Haw, 
Weybridge, Großbritannien) zur Verfügung gestellt.  
 Die beiden reassortanten Viren Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B wurden 
freundlicherweise von Frau Kati Zierenberg (Institut für Virologie, Veterinärmedizinische 
Fakultät, Universität Leipzig) zur Verfügung gestellt. 
 
 Das in der vorliegenden Arbeit weiterhin verwendete Vesikuläre Stomatitis-Virus 
(VSV), Stamm Indiana, wurde freundlicherweise von der BFAV, Insel Riems, zur Verfügung 
gestellt. 
 
2.1.7. Oligonukleotide  
 In Tabelle 2 sind die Primer (Roth, Karlsruhe) zur Herstellung der IBDV-spezifischen 
Digoxigenin(DIG)-markierten Sonde und des pVP2Cu-1 für die Expression von VP2 mittels 





Tabelle 2: Oligonukleotide. 
Bezeichnung 
Sequenz (unterstrichen = neu eingeführte 








5'-TGC AAT TGG GGA AGG TG-3' 
(nt 1543 – 1559) Cu-1, Cu1M  
PRR 
(antisense) 
5'-TGG GTG TCA TGG CGT CTT CCA CT-3'  
(nt 1847 – 1825) Cu-1, Cu1M  
HN23 
(sense) 















 HindIII Roth, Karlsruhe 
 BsmI Roth, Karlsruhe 
 Anti-DIG-Alkalische Phosphatase (AP)  Boehringer, Mannheim 
 Proteinase K  Boehringer, Mannheim 
 RNAse I A Sigma, Deisenhofen 
 Streptavidin-Peroxidase (POD)-Conjugate Boehringer, Mannheim 
 Streptavidin-AP Boehringer, Mannheim 
 Taq DNA Polymerase Peqlab Biotechnologie GmbH 
 
2.1.9 Molekulargewichtsmarker DNA-Längenstandard λ HaeIII 
Als Längenstandard für kleinere DNA-Fragmente wurde DNA vom Phagen λdV1 (Prof. 
Dr. Dr. G. Hobom, Gießen) mit HaeIII verdaut. Es entstehen Fragmente mit folgenden 






2.1.10.1. Anti-IBDV-Antikörper  
Das gegen IBDV gerichtete polyklonale Kaninchenserum B54 (MÜLLER, 1987) sowie 
der gegen das VP2 des Serotyp 1 gerichtete mAk B1 (ÖPPLING, 1991) wurden 
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. Becht, Institut für Virologie, Universität Gießen, zur  
Verfügung gestellt. Das gegen das VP5 gerichtete polyklonale Kaninchenserum sowie der 
mAk DIE-7 (MUNDT et al., 1997) wurden freundlicherweise von Herrn Dr. E. Mundt, 
BFAV, Insel Riems, zur Verfügung gestellt. 
 
2.1.10.2. Anti-Spezies-Antiseren 
 Zum Nachweis viraler Proteine in der indirekten Immunfluoreszenz und in der 
Immunhistochemie wurden "Anti-Rabbit IgG TRITC Conjugate" (Sigma, Deisenhofen) bzw. 
"Anti-Rabbit biotinylated IgG" (Sigma, Deisenhofen) eingesetzt.  
  
2.1.11. Vorgefertigte Systeme ("Kits") 
 Annexin-V-FLUOS Boehringer, Mannheim 
 DAB Substrate Kit for POD Vector Laboratories, Burlingame              
 DIG DNA labeling mix (10fach konz.) Boehringer, Mannheim 
 In situ Cell Death Detection Kit, AP  Boehringer, Mannheim 
 In situ Cell Death Detection Kit, POD Boehringer, Mannheim 
  
2.1.12. Lösungen, Puffer und Medien 
 Die Zusammensetzung der nachfolgend genannten Lösungen, Puffer und Medien ist im 





Zellkulturen von primären HEF wurden nach Standardmethoden aus 10 Tage alten 
Hühnerembryonen hergestellt (DULBECCO u. VOGT, 1954; YOUGNER, 1954). Je 25 ml 
der Zellsuspension (1 x 106 Zellen/ml in Wachstumsmedium I) wurden auf 16 cm-Plastik-
Petrischalen ausgesät und über Nacht (ü.N.) bei 38 °C und 5 % CO2 kultiviert. Für die 
Apoptose-Versuche wurden die HEF einmal passagiert, da die sekundäre Zellkultur einen 
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höheren Anteil an Fibroblasten im Vergleich zur primären Kultur aufweist. Zur Passagierung 
wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, mit Trypsin-Lösung (ATV) inkubiert und die 
abgelösten Zellen im Verhältnis 1:2 in Wachstumsmedium I aufgenommen. Von der 
Zellsuspension wurden je 4 ml in 6 cm-Plastik-Petrischalen bzw. je 12 ml in 10 cm-Plastik-
Petrischalen ausgesät und ü.N. bei 38 °C und 5 % CO2 kultiviert. 
 
2.2.2. Herstellung von Saatvirus 
Die beschriebenen IBDV-Stämme (s. 2.1.6.) wurden in HEF angezüchtet. Die 
Herstellung von Saatvirus erfolgte nach der von CURSIEFEN et al. (1979) beschriebenen 
Methode. Konfluent gewachsene primäre HEF in 16 cm-Plastik-Petrischalen (ca. 2 x 107 
Zellen) wurden einmal mit PBS gewaschen und mit 5 ml Virus (1:1000 in Erhaltungsmedium 
verdünnt) infiziert. Nach einer Adsorptionsphase von 1 h bei 38 °C wurde das Inokulum 
entfernt und zu dem Zellrasen wurden 25 ml Wachstumsmedium I gegeben. Die 
Virusvermehrung erfolgte über 24 h bei 38 °C. Nach dreimaligem Frieren (- 20 °C) und 
Tauen (Raumtemperatur) der Zellen und Abzentrifugieren der Zelltrümmer (4000 U/min,         
4 °C, Megafuge 1,0 R, Heraeus) wurde das Virus im Überstand gewonnen, aliquotiert und bei 
– 80 °C gelagert. 
 
2.2.3. Virusreinigung und -konzentrierung 
 Zur Gewinnung gereinigter Viruspräparationen wurde zunächst wie bei der 
Saatvirusherstellung vorgegangen. Nach 24-stündiger Infektion wurden der 
Zellkulturüberstand und die mit einem Zellschaber von der Platte gelösten Zellen in 
Zentrifugenbecher überführt. Durch Zentrifugation in einem Rotor Typ 19 (4 h, 19000 U/min, 
4 °C, Ultrazentrifuge) wurden die Zellen pelletiert und anschließend in PBS resuspendiert. 
 Die Suspension wurde auf zwei Zentrifugengefäße verteilt und mit jeweils 10 ml 1,1,2-
Trichlorotrifluorethan versetzt. Durch Behandlung mit Ultraschall für 5 x 10 sec (Stufe 4) 
wurden die Zellen aufgebrochen und die Zelltrümmer durch Zentrifugation für 10 min bei 
4000 rpm in der Zellkulturzentrifuge sedimentiert. Nach Abnahme des Überstandes und 
Zugabe von 1,1,2-Trichlorotrifluorethan wurde diese Behandlung zweimal wiederholt.  
 Die erhaltenen Überstände wurden mit PBS auf jeweils 28 ml aufgefüllt, in 
Zentrifugenröhrchen überführt und mit 5 ml CsCl der Dichte 1,3 g/ml sowie 5 ml CsCl der 
Dichte 1,4 g/ml unterschichtet. Danach wurden sie bei 25.000 rpm und 4 °C für 2,5 h im 
SW28-Rotor in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Unter Zuhilfenahme einer Kaltlichtquelle 
wurden die Virusbanden mit einer Spritze abgezogen und mit PBS auf jeweils 7 ml verdünnt. 
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Für eine zweite Gradienten-Zentrifugation wurden die Proben mit 2 ml CsCl der Dichte        
1,3 g/ml und 2 ml CsCl der Dichte 1,4 g/ml unterschichtet. Die Proben wurden 2,5 h bei 
36.000 rpm im SW41-Rotor in der Ultrazentrifuge zentrifugiert und die Virusbanden analog 
zum ersten Gradienten gewonnen. Abschließend wurde die Suspension mit PBS gemischt und 
die Viruspartikel durch Zentrifugation bei 40.000 rpm für 3 h (Rotor SW41, Ultrazentrifuge) 
pelletiert. Das Viruspellet wurde in 100 µl PBS aufgenommen und bei – 20 °C gelagert. 
 
2.2.4. Inaktivierung der Infektiösität gereinigter Viruspartikel 
 Zur Inaktivierung ihrer Infektiösität wurden CsCl-gereinigte Viruspartikel von IBDV in 
Erhaltungsmedium verdünnt und in 6 cm-Plastik-Petrischalen bei abgenommenem Deckel 30 
min mit UV-Licht (254 nm) im Abstand von 4 cm behandelt. Zur Neutralisation wurden die 
Viruspartikel mit dem neutralisierenden mAk B1 (ÖPPLING, 1991) in einer Verdünnung von 
1:100 in Erhaltungsmedium für 60 min bei 38 °C inkubiert. Die Inaktivierung der Infektiösität 
wurde im Plaque-Test überprüft. 
 
2.2.5. Plaque-Test 
 Mit den verschiedenen Saatviren von IBDV wurden Plaque-Tests durchgeführt und die 
Menge infektiöses Virus für jeden Stamm festgestellt, um zu gewährleisten, daß in den 
weiteren Versuchen die Zellen jeweils mit der gleichen Anzahl infektiöser Viruspartikel pro 
Zelle (Infektionsmultiplizität = MOI) infiziert werden konnten.  
 Mit dem Saatvirus wurde eine Verdünnungsreihe (log10) in Erhaltungsmedium 
hergestellt. Je zwei 6 cm-Plastik-Petrischalen wurden nach Waschen mit PBS mit 0,2 ml 
Virussuspension der jeweiligen Verdünnungsstufe beimpft und für 60 min bei 38 °C mit 
intermittierenden Schütteln inkubiert. Nach Absaugen des Inokulums wurden die Zellen mit     
4 ml halbfestem Medium überschichtet und 3 Tage bei 38 °C inkubiert. Die Auszählung der 
Plaques erfolgte nach Färbung der Zellen mit Neutralrot. Der Virustiter wurde in 
plaquebildenden Einheiten (PBE) pro ml unverdünnter Virussupension angegeben. 
 
2.2.6. Infektion der Zellen 
 Für die Untersuchung der Apoptose nach Infektion mit den verschiedenen IBDV-
Stämmen (s. 2.1.6.) wurden 80 % konfluente sekundäre HEF-Kulturen jeweils mit einer MOI 
von 1 infiziert, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erhalten. Die Zellen wurden 
einmal mit vorgewärmtem PBS gewaschen und mit der in Erhaltungsmedium verdünnten 
Virussuspension inkubiert (0,5 ml auf 6 cm-Plastik-Petrischalen bzw. 1,0 ml auf 10 cm-
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Plastik-Petrischalen). Nach einer Adsorptionsphase von 60 min bei 38 °C und 
intermittierendem Schwenken wurde das Inokulum abgezogen und Wachstumsmedium I zu 
den Zellen gegeben. Die Virusvermehrung erfolgte bei 38 °C. Kulturen von HEF, die nur mit 
Erhaltungsmedium inkubiert wurden, dienten als Kontrollen ( = schein-infizierte HEF). 
 
2.2.7. Inaktivierung der Infektiösität von Kulturüberständen IBDV-infizierter Zellen 
 HEF-Kulturen wurden wie unter 2.2.6. beschrieben infiziert und 24 h p.i. die Zellen 
zusammen mit dem Überstand dreimal gefroren und getaut. Durch 20-minütige Zentrifugation 
bei 4000 U/min und 4 °C (Megafuge 1,0 R, Heraeus) wurden die Zellkulturüberstände 
gewonnen. Die Infektiösität des Virus im Überstand wurde durch Inkubation im Wasserbad 
(30 min, 70 °C) und anschließender Behandlung mit UV-Licht für 30 min bzw. Inkubation 
mit dem neutralisierenden mAk B1 für 60 min bei 38 °C inaktiviert. Die Überstände wurde 
aliquotiert und bei – 80 °C gelagert. Die Inaktivierung der Infektiösität wurde im Plaque-Test 
überprüft. 
 
2.2.8.  Nachweis viraler Antigene in vitro mittels indirektem Immunfluoreszenztest (IFT)  
 HEF wurden auf sterilen Deckgläschen in Plastik-Petrischalen (Ø 6 cm) ausgesät und 
nach 24-stündigem Bebrüten infiziert. Nach verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurden die 
Deckgläschen aus den Kulturschalen entfernt, mit PBS gewaschen und die Zellen für 15 min 
in eiskaltem Aceton auf Eis fixiert. Anschließend wurden sie mit dem polyklonalen 
Antiserum B54 (1:100 in PBS verdünnt) für 60 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer 
inkubiert. Nach Waschen (dreimal 5 min) in PBS wurden die Zellen mit dem TRITC-
markierten Anti-Rabbit IgG (1:200 verdünnt in PBS) für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach 
erneutem Waschen, dreimal mit PBS und einmal mit aqua bidest., wurden die Deckgläschen 
getrocknet und in Ready-to-use-DAKO® "Fluorescent mounting medium" auf Objektträger 
eingebettet. 
 
2.2.9. Nachweis der Apoptose in vitro 
 
2.2.9.1. Nachweis der DNA-Fragmentierung durch Agarose-Gel-Elektrophorese 
 Während des apoptotischen Zelltodes kommt es zu einer regelmäßigen Spaltung der 
zellulären DNA zwischen den Nukleosomen. Die dadurch entstehenden kleinen DNA-
Fragmente können im Agarose-Gel als sogenannte "DNA-Leiter" nachgewiesen werden 
(WHYLLIE et al., 1980). 
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 Hierzu wurde die zelluläre DNA aus HEF durch SDS-Proteinase K-Verdau isoliert. Die 
Zellkulturen (10 cm-Plastik-Petrischalen) wurden mit PBS gewaschen und in 500 µl Verdau-
Puffer aufgenommen. Nach Zugabe von 2 µl Proteinase K (100 mg/ml in Proteinase K-Puffer 
2) wurde das Zellysat ü.N. bei 37 °C unter ständigem Schütteln inkubiert. Anschließend 
wurden 250 µl Rotiphenol® zugegeben und nach gründlichem Durchmischen wurde die 
Lösung 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 250 µl Chloroform/Isoamylalkohol und 
Zentrifugation für 8 min bei 15.000 U/min (4 °C) wurde die Nukleinsäure von den Proteinen 
getrennt. Für die vollständige Entfernung des Phenols wurde der Überstand erneut mit 250 µl 
Chloroform/Isoamylalkohol gewaschen und zentrifugiert. Die obere, wäßrige Phase wurde 
abgenommen und die Nukleinsäure durch Zugabe von 50 µl 3M Natriumacetat, pH 5.6 und 
1,0 ml eiskaltem Ethanol ü.N. bei - 20 °C gefällt. Nach Pelletierung durch Zentrifugation      
(5 min, 15.000 U/min), Waschung in 70 % Ethanol und erneuter Zentrifugation (5 min, 
15.000 U/min) wurde die Nukleinsäure getrocknet und in 50 µl aqua bidest. aufgenommen. 
Die Lösung wurde mit 2 µl RNAse I A (1,0 mg/ml) 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur 
Elektrophorese wurden 2 %ige Agarose-Gele verwendet, die zuvor im Ethidiumbromid-Bad 
gefärbt worden waren. Dazu wurden 20 µl der DNA-Lösung mit 3 µl 87 % Glycerin gemischt 
und auf das Gel aufgetragen und die DNA nach der Elektrophorese im Transilluminator 
sichtbar gemacht. 
 
2.2.9.2. Nachweis der DNA-Fragmentierung mit TUNEL-Assay 
 Der in situ-Nachweis der Apoptose wurde mit Hilfe des "in situ Cell Death Detection 
Kit, AP" (Boehringer, Mannheim) geführt. Aufgrund der DNA-Fragmentierung sind in 
apoptotischen Zellen zahlreiche freie 3'-OH Enden an der DNA vorhanden, die in der 
sogenannten TUNEL-Reaktion (TUNEL = Terminal Deoxynucleotidyl-Transferase mediated 
dUTP Nick End Labeling) markiert werden können. Das Enzym Terminale 
Deoxynucleotidyl-Transferase baut an diesen freien Enden Nukleotide ein, die in dem 
verwendeten Kit mit Fluorescein markiert sind. Im Fluoreszenzmikroskop erscheinen dadurch 
die Zellkerne apoptotischer Zellen grün. 
 Die HEF wurden auf Deckgläschen in Plastik-Petrischalen (∅ 6 cm) angezüchtet und 
infiziert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen mit PFA-Lösung (30 min, 4 °C) fixiert, 
mit Triton X-100-Lösung (30 min, 4 °C) permeabilisiert und anschließend mit TUNEL-
Markierungslösung für 60 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Zur 
Vermeidung unspezifischer Reaktionen wurde diese Lösung 1:2 mit TdT-Puffer (1 mM 
Kobaltchlorid, 140 mM Natriumcacodylat und 30 mM Tris, pH 7.2; NIEPER et al., 1999) 
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verdünnt. Abschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS und einmal mit aqua bidest. 
gewaschen, die Deckgläschen getrocknet und in Ready-to-use-DAKO® "Fluorescent 
mounting medium" auf Objektträger eingebettet. 
 
2.2.9.3. Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks mittels Durchflußzytometrie 
 Die Eigenschaft des Fluoreszenz-Farbstoffes Propidiumjodid, nach Permeabilisierung 
der Zelle in den Zellkern zu gelangen und an DNA zu binden, ermöglicht es, den DNA-
Gehalt einzelner Zellen mittels FACS-Analyse zu bestimmen. Da Zellen mit fragmentierter 
DNA ( = apoptotische Zellen) eine verminderte Bindungsfähigkeit für Propidiumjodid 
aufweisen, erscheinen diese im Histogramm links des G0/G1 DNA Peaks (Abb. 2). Mit Hilfe 
dieser Methode kann somit die Anzahl apoptotischer Zellen in einer Zellpopulation ermittelt 
werden (TELFORD et al., 1994). 
 In 6-cm-Plastik-Petrischalen ausgesäte, infizierte und schein-infizierte HEF wurden 
durch Inkubation mit ATV abgelöst, in 1,0 ml Wachstumsmedium aufgenommen und 
gemeinsam mit den sich im Überstand befindlichen Zellen 10 min bei 300 x g zentrifugiert. 
Nach Waschen mit kaltem PBS wurde das Zellpellet in 100 µl PBS resuspendiert und durch 
tropfenweise Zugabe von 900 µl 70 % eiskaltem Ethanol unter ständigem Schütteln fixiert. 
Nach Fixation bei 4 °C ü.N. wurden die Zellen zur Entfernung des Ethanols bei 700 x g 10 
min zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abgenommen. Das Zellpellet (1 x 106 
Zellen/ml) wurde mit 1,0 ml Propidiumjodid-Färbelösung 30 min bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Da Propidiumjodid an Nukleinsäuren (DNA und RNA) bindet, wurde der 
Färbelösung RNAse I A zur Degradierung der RNA zugesetzt. In einem Durchflußzytometer 
FACSCalibur konnte somit ausschließlich der Gehalt an DNA bestimmt werden. Zur Analyse 
wurden die Ergebnisse in Histogrammen dargestellt und die Anzahl apoptotischer Zellen 

















 Der Nachweis einer Verlagerung von Phosphatidylserin an die Außenseite der 
Zellmembran in frühen Stadien der Apoptose erfolgte mit Annexin-V-FLUOS (Boehringer, 
Mannheim). Auf Deckgläschen angezüchtete HEF wurden zweimal mit kaltem PBS 
gewaschen und 20 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer mit Annexin-V-FLUOS-
Markierungslösung inkubiert. Nach Waschen mit HEPES-Inkubationspuffer wurden die 
Präparate getrocknet und im Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Die Membran apoptotischer 
Zellen erscheint dabei grün (Abb. 3). 
 Eine Unterscheidung apoptotischer und nekrotischer Zellen wurde ebenfalls mit dem 
Annexin-V-Test durchgeführt. Dabei wurde der Annexin-V-FLUOS-Markierungslösung 
Propidiumjodid in einer Konzentration von 50 µg/ml zugesetzt. Da der Annexin-V-Test eine 
Vital-Färbung ist, wurden die Zellen nicht fixiert und permeabilisiert. Nekrotische Zellen 
besitzen jedoch eine geschädigte Zellmembran, so daß diese Zellen durch eine grün 
fluoreszierende Zellmembran und zusätzlich, durch die Bindung von Propidiumjodid an 












Abbildung 2: Histogramm zur Bestimmung des zellulären DNA-Gehaltes in den Phasen des







2.2.9.5. Doppelmarkierung zum Nachweis von Apoptose und Virusantigen 
Die mit Annexin-V-FLUOS-Markierungslösung inkubierten Zellen wurden nach dem 
Waschen in HEPES-Inkubationspuffer 10 min in eiskaltem Aceton auf Eis fixiert. Der 
Nachweis viraler Antigene erfolgte anschließend mittels indirektem IFT. 
 
2.2.10. Infektion von Hühnern 
Die Infektion der Hühner erfolgte in der BFAV, Insel Riems. Vier Hühner im Alter von 
6 Wochen wurden mit je 0,2 ml Virussuspension intrabursal infiziert. Für die Infektion wurde 
Saatvirus der Stämme Cu-1 (2 x 107 PBE/ml), Cu-1M (2 x 105 PBE/ml) und 23/82 (3 x 106 
PBE/ml) verwendet. Analog dazu wurden je vier Hühner mit 0,2 ml sterilem PBS schein-
infiziert, die als Kontrolltiere dienten. Je eines der infizierten und der schein-infizierten Tiere 
wurde 6, 12, 24 und 36 h p.i. getötet. BF, Thymus und Milz wurden steril entfernt, in 10 % 
Formalin 24 h fixiert und nach Standardprotokollen in Paraffin eingebettet bzw. in 3 % 
Glutaraldehydlösung für elektronenmikroskopische Untersuchungen fixiert. 
 
2.2.11. Nachweis viraler Antigene in vivo mittels Immunhistochemie (IHC) 
 Von den eingebetteten Organen BF, Thymus und Milz wurden je 4 µm dicke 
Paraffinschnitte auf Objektträger (Superfrost®) aufgezogen und vor einem Ventilator 
getrocknet. Die Schnitte wurden 10 min und 5 min in Roti®-Histol entparaffiniert, gefolgt von 
2 x 3 min in Isopropanol und 3 min in 96 % Ethanol. Zur Inaktivierung der endogenen 
Peroxidase wurden die Gewebeschnitte für 30 min in 0,5 % H2O2 (in Methanol) inkubiert und 
anschließend über eine absteigende Alkoholreihe (96 – 70 – 50 – 25 % Ethanol, je 3 min) und 
3 min in aqua bidest. rehydriert. Nach einmaligem Spülen in TBS für 5 min wurden die 
                               normale Zelle apoptotische Zelle                                nekrotische Zelle












Abbildung 3: Verteilung des Phosphatidylserin an der Zellmembran 
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Schnitte mit Proteinase K (in Proteinase K-Puffer 1; 10µg/ml) für 10 min bei 37 °C behandelt. 
Anschließend wurde die Proteinase durch 2 x Waschen in aqua bidest. inaktiviert. Die 
Objektträger wurden dann auf Coverplates™ aufgebracht und in Sequenza-Einsätze 
eingesteckt. Die Gewebeschnitte wurden ü.N. bei 4 °C mit dem polyklonalem Serum B54 
(1:100 in TBS verdünnt) inkubiert. Der sekundäre Antikörper, biotinyliertes Anti-Rabbit IgG 
(1:100 in TBS verdünnt), wurde für 60 min bei 37 °C mit den Schnitten im Coverplate™ 
System inkubiert, gefolgt von 30 min bei 37 °C mit einem Streptavidin-POD-Konjugat (1:100 
in TBS verdünnt). Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Proben jeweils    
3 x 5 min mit TBS gewaschen. Als Substrat für die POD wurde DAB (3-3`-Diaminobenzidin; 
DAB Substrate Kit for POD) verwendet. Die Entwicklung wurde unter dem Mikroskop 
beurteilt und die Färbung durch 5-minütiges Waschen in Wasser abgestoppt. Nach 
Gegenfärbung mit Papanicolaou und Dehydrierung über eine aufsteigende Ethanolreihe (50-
70-80-96 %, je 3 min), Isopropanol 2 x 3 min, Roti®-Histol 2 x 5 min wurden die 
Gewebeschnitte mittels Eindeckautomat Tissue Tek in Xylol (Institut für Veterinärpathologie, 
Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig) eingedeckt. 
 
2.2.12. Nachweis viraler RNA in vivo mittels nicht-radioaktiver in situ-Hybridisierung 
(ISH) 
 
2.2.12.1. Herstellung einer DIG-markierten dsDNA- Sonde 
 Zum Nachweis viraler RNA in infizierten Organen wurde eine DIG-markierte Sonde 
mit Hilfe der PCR hergestellt. Als "Template" diente ein Plasmid, welches die cDNA des 
Segmentes A vom Stamm Cu-1 enthält (pBSCu-1A; freundlicherweise von Frau K. 
Zierenberg, Institut für Virologie, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig, zur 
Verfügung gestellt). Mit den Primern PRV und PRR (s. 2.1.7.) wurde ein Fragment mit einer 
Länge von 304 bp hergestellt, welches im Bereich der Sequenz für das VP4 liegt. Zur PCR 
wurden 78 µl aqua bidest., 10 µl 10 x PCR-Puffer, 5 µl 10 x DIG dNTP, 5 µl "Template" - 
DNA (1:100 verdünnt in aqua bidest.), jeweils 0,5 µl Primer (100 pmol/µl) und 1 µl Taq 
DNA Polymerase im PCR-Gefäß gemischt. Die Reaktion wurde in einem TouchDown™ 
Thermal Cycler durchgeführt. Nach einer 4-minütigen Denaturierung bei 95 °C wurden 40 
Zyklen mit jeweils 30 sec bei 94 °C, 30 sec bei 55 °C und 1 min bei 72 °C durchgeführt. 
Anschließend wurde für 10 min bei 72 °C inkubiert und der Ansatz auf 15 °C gekühlt. Das 




2.2.12.2. Analyse der DIG-markierten Sonde mit modifiziertem "Southern-Blotting" 
 Das PCR-Produkt wurde nach der Agarose-Gel-Elektrophorese auf eine Nitrozellulose-
Membran übertragen und eingebaute DIG-dUTP`s durch eine enzymatische Reaktion 
nachgewiesen. Nach kurzer Äquilibrierung der Nitrozellulose-Membran in aqua bidest. wurde 
der Blot wie in Abbildung 4 dargestellt zusammengebaut. Der Transfer fand ü.N. statt. Die 
auf die Membran aufgebrachte DNA wurde anschließend durch "UV-Crosslinking" mittels 
Transilluminator fixiert und luftgetrocknet. In einem Hybridisierungsofen wurde die 
Membran durch 2-stündige Inkubation in Puffer 2 bei 68 °C blockiert und schließlich mit 
Anti-DIG-AP (verdünnt 1: 10000 in Puffer 2) für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
2 x 10 min Waschen in Maleat-Puffer erfolgte 5 min eine Äquilibrierung in Puffer 3. 
Anschließend wurde NBT/BCIP-Substratlösung zugegeben und die Substratreaktion 










2.2.12.3. In situ-Hybridisierung 
 Auf Objektträger (Superfrost®) aufgebrachte Gewebeschnitte wurden wie unter Pkt. 
2.2.11. beschrieben entparaffiniert und rehydriert. Zur Reduzierung unspezifischer 
Hintergrund-Reaktionen und Unterstützung der nachfolgenden proteolytischen Behandlung 
wurden die Schnitte 15 min in 2x SSC mit einer Temperatur von 70 °C inkubiert und 
anschließend mit eiskaltem 0,1x SSC, gefolgt von aqua bidest., gewaschen. Die Schnitte 
wurden dann 10 min bei 37 °C mit Proteinase K in einer Konzentration von 10 µg/ml (in 
Proteinase K-Puffer 1) behandelt, 2 x in aqua bidest. gewaschen, gefolgt von 5 min in 96 % 
Ethanol und anschließend luftgetrocknet. Die Schnittgrenzen wurden mit "EasiSeal"-Rahmen 
abgegrenzt. Für die Hybridisierung wurde die virusspezifische, DIG-markierte dsDNA-Sonde 
(500 ng/ml) mit Heringssperma-DNA (500 µg/ml) und Formamid (50 %) gemischt, 5 min im 
Wasserbad gekocht und dann auf Eis gestellt. Zu diesem Ansatz wurden 4x SSC, 50x 





3 MM Filterpapier 
Nitrozellulose-Membran 
Agarose-Gel 
3 MM Filterpapier 
 
Plastik-Unterlage 
 10 x SSC 
Abbildung 4: Aufbau "Southern-Blot" Apparatur. 
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einer Pipette auf den Schnitt verbracht und zur Verhinderung der Austrocknung mit einer 
Folie abgedeckt. Die Objektträger wurden anschließend 10 min auf einen auf 95 °C 
vorgeheizten "in situ Block" (TouchDown™ Thermal Cycler) zur Denaturierung der DNA 
verbracht. Die Hybridisierung fand ü.N. in einer feuchten Kammer bei 33 °C auf diesem 
Hybridisierungsblock statt. Anschließend wurden zur Entfernung unspezifisch gebundener 
Sonde drei Waschschritte, 2 x 10 min mit 2x SSC bei Raumtemperatur und 1 x 10 min mit 
0,1x SSC bei 45 °C, durchgeführt. Vor der Antikörperbindung wurden die Schnitte 30 min 
lang mit Äquilibrierungspuffer (Puffer 1 mit 5 % normalem Schafserum und 0,3 % Triton X-
100) in einer feuchten Kammer inkubiert. Anti-DIG-AP wurde in einer Verdünnung von 
1:100 in Äquilibrierungspuffer auf den Schnitt aufgetragen. Nach 60 min Inkubation in einer 
feuchten Kammer erfolgte 2 x Waschen (je 15 min) in Puffer 1 und kurz in Puffer 3 und 
anschließend die Farbreaktion mit NBT/BCIP Substratlösung im Dunkeln bei 
Raumtemperatur. Nach ausreichender spezifischer Färbung, die unter dem Mikroskop 
überprüft wurde, wurde die Reaktion in Wasser abgestoppt. Nach Dehydrierung über eine 
aufsteigende Ethanolreihe (50-70-80-96 %, je 3 min), Isopropanol 2 x 3 min, Roti®-Histol 2 x 
5 min wurden die Gewebeschnitte in Xylol (s. 2.2.11.) eingedeckt. 
 
2.2.13.  Nachweis der Apoptose in vivo 
 
2.2.13.1. TUNEL-Assay  
In Gewebeschnitten wurde der Nachweis der DNA-Fragmentierung mit Hilfe des "in 
situ Cell Death Detection Kit, POD" (Boehringer, Mannheim) geführt. Dazu wurden die 
Paraffinschnitte von BF, Thymus und Milz entparaffiniert, rehydriert und mit Proteinase K 
behandelt (s. 2.2.17.). Nach Inaktivierung der Proteinase K mit aqua bidest. wurden die 
Schnitte 5 min in PBS äquilibriert und mit TUNEL-Reaktionslösung (verdünnt wie oben 
beschrieben) 60 min lang bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem 
Waschen in PBS wurden die Schnitte 30 min mit der im Kit enthaltenen POD für 30 min bei 
37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS 
wurde die enzymatische Farbreaktion mit DAB als Substrat (DAB Substrate Kit for POD) im 
Dunkeln bei Raumtemperatur durchgeführt. Dem Substrat wurde die im Kit enthaltene 
Nickel-Lösung zugefügt, um eine grau-blaue Färbung zu erreichen. Die Farbentwicklung 
wurde mit dem Mikroskop beurteilt und abschließend durch Spülen in aqua bidest. 
abgestoppt. Die Gewebeschnitte wurden in aufsteigender Alkoholreihe und 2 x in Xylol 
entwässert und mit Hilfe des Eindeckautomat "Tissue Tek" (s. 2.2.11.) eingedeckt. 
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2.2.13.2. Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
 Die Organe wurden im Institut für Veterinärpathologie, Veterinärmedizinische Fakultät, 
Universität Leipzig, für die Elektronenmikroskopie in Epon eingebettet. Die in 
Glutaraldehydlösung fixierten Organe wurden dazu mit 0,1 M Cacodylat-Puffer gespült und 
mit 1 % Osmiumtetraoxidlösung bei 4 °C nachfixiert. Nach Spülen in 0,1 M Cacodylat-Puffer 
und Entwässerung durch Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe (25-50-75-80-90-
100 %) wurden die Proben in Propylenoxid und einem Propylenoxid-Epon-Gemisch 
eingebettet. Die Polymerisierung erfolgte während 24 h bei 35 °C, 24 h bei 45 °C und 3 Tage 
bei 60 °C. Nach Anfertigen der Ultradünnschnitte und Doppelkontrastierung mit Uranylacetat 
und Bleizitrat wurden die Organe im Elektronenmikroskop untersucht. 
 
2.2.13.3. Doppelmarkierung zum Nachweis von Apoptose und Virusantigenen 
Für die Doppelmarkierung in den Gewebeschnitten wurde für die Untersuchung der 
Apoptose der "in situ Cell Death Detection Kit, AP" genutzt. Nach dem immunhistologischen 
Nachweis viraler Antigene mittels POD-Reaktion (s. 2.2.11.) wurden die Schnitte 5 min in 
PBS äquilibriert. Anschließend wurde der TUNEL-Assay, wie unter Pkt. 2.2.13.1. 
beschrieben, durchgeführt. Um einen stärkeren Kontrast zwischen den Färbungen für die 
viralen Antigene und für die apoptotischen Zellen zu erreichen, wurde der TUNEL-Assay mit 
NBT/BCIP-Substratlösung entwickelt. Apoptotische Zellen waren somit durch eine blau-
schwarze Färbung nachweisbar, von denen Zellen mit viralen Antigenen durch eine braune 
Färbung gut zu unterscheiden waren. 
 
2.2.14. Plaque-Reduktionstest zum Nachweis von IFN 
 Der Nachweis der Produktion von IFN in HEF nach IBDV-Infektion wurde nach einer 
von GELB (1978) beschriebenen Methode durchgeführt. Dazu wurden 24 h p.i. Zellen und 
Überstand nach dreimaligem Frieren / Tauen für 20 min bei 4000 U/min  (Megafuge 1,0 R, 
Heraeus) zentrifugiert. Durch Behandlung der gewonnenen Überstände im Wasserbad bei    
70 °C und mittels UV-Licht (s. 2.2.7.) erfolgte eine Inaktivierung der Infektiösität des Virus. 
Mit diesen Zellkulturüberständen wurde eine Verdünnungsreihe (log2) in Erhaltungsmedium 
durchgeführt und Kulturen von HEF (Plastik-Petrischalen, ∅ 6 cm) mit jeweils 2 ml jeder 
Verdünnungsstufe für 24 h bei 38 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben 
abgenommen, die Zellen mit VSV (250 PBE/ml) infiziert und der Zellrasen nach einer 
Adsorptionsphase von 60 min bei 38 °C gewaschen und mit 4 ml halbfestem Medium 
überschichtet. Die Zellen wurden nach 60-stündiger Inkubation bei 38 °C mit Neutralrot 
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angefärbt. Als IFN-Titer wurde der reziproke Wert der Verdünnungsstufe angegeben, welcher 
die Plaquezahl einer interferonfreien Kontrolle um 50 % reduzierte. 
 
2.2.15. HD-11-Nitrit-Assay  
 Um eine mögliche Produktion sogenannter Stickstoff (NO)-induzierender Faktoren, zu 
denen z.B. IFN-γ gehört, nach IBDV-Infektion zu untersuchen, wurden Zellkulturüberstände 
Cu-1-infizierter HEF mit der Hühner-Makrophagen-Zell-Linie HD-11 inkubiert. Sind NO-
induzierende Faktoren vorhanden, stimulieren diese in HD-11-Makrophagen die Synthese von 
NO. Das dabei in den Überstand abgegebene Nitrit wird im HD-11-Nitrit-Assay durch eine 
Farbreaktion mit Griess-Reagenz nachgewiesen. 
 Mit den Überständen infizierter HEF, in denen die Infektiösität des Virus inaktiviert 
worden war (s. 2.2.7.), wurde eine Verdünnungsreihe (log2) in Wachstumsmedium in einer 
96er Lochplatte hergestellt. Zu 100 µl Probe je Verdünnungstufe wurden 2 x 105 Zellen der 
Makrophagen-Zell-Linie HD-11 in einem Volumen von 100 µl gegeben. Durch Zugabe von 
Lipopolysaccharid (LPS) in einer Konzentration von ca. 12 ng/ml wurde die Sensitivität des 
Testes erhöht. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 38 °C wurden von jeder 
Verdünnungsstufe 50 µl des Kulturüberstandes zu je 100 µl Griess-Reagenz gegeben. Die 
Anwesenheit von Nitrit im Überstand führt zu einer Substratreaktion, so daß bei positiven 
Proben eine Rosafärbung zu beobachten ist. Nach 10 - 15 min wurden die Proben im "ELISA 
Reader" bei 540 nm analysiert. Als Positivkontrolle wurden die HD-11-Zellen mit 
rekombinantem "chicken" IFN-γ (ChIFN-γ, 400 µg/ml; freundlicherweise von Dr. T.P. van 
den Berg, Veterinary and Agrochemical Research Center, Brüssel, Belgien, zur Verfügung 
gestellt) in einer Verdünnung von 1:100 inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die 
Makrophagen nur mit Wachstumsmedium II und LPS inkubiert. 
 
2.2.16. Transfektion von HEF 
 
2.2.16.1. Herstellung des Plasmids pVP2Cu-1 
 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 Zur Herstellung von DNA-Fragmenten für die Klonierung wurde die PCR verwendet. 
Die Primer (Tab. 2) wurden so konstruiert, daß an deren 5'-Ende eine Schnittstelle für das 
Restriktionsenzym HindIII entstand, welche die Klonierung in den Vektor pAM500 
ermöglichte. Plasmid-DNA (pUC18Cu-1A; freundlicherweise von Frau K. Zierenberg, 
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Institut für Virologie, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig, zur Verfügung 
gestellt) wurde mit aqua bidest. 1:100 verdünnt und als "Template" eingesetzt. Zur PCR 
wurden 57 µl aqua bidest., 10 µl 10 x PCR-Puffer, 8 µl dNTP, 10 µl Plasmid-DNA, jeweils 2 
µl Primer (100 pmol/µl) und 1 µl Taq DNA Polymerase im PCR-Gefäß gemischt. Die 
Reaktion wurde in einem TouchDown™ Thermal Cycler durchgeführt. Nach einer 5-
minütigen Denaturierung bei  95 °C wurden 40 Zyklen mit jeweils 1 min bei 94 °C, 1 min bei 
55 °C und 2 min bei 72 °C durchgeführt. Abschließend wurde für 10 min bei 72 °C inkubiert 




Die durch PCR erhaltenen DNA-Fragmente wurden im Agarose-Gel durch 
Elektrophorese aufgetrennt. Nach Färbung im Ethidiumbromid-Bad wurde die entsprechende 
Bande mit einer Skalpellklinge auf einem Transilluminator unter UV-Licht (λ = 366 nm) 
ausgeschnitten. Die Gelscheibe wurde zerkleinert, in ein Eppendorf-Gefäß gegeben und die 
Agarose in 1 ml Natriumjodid-Lösung bei 60 °C gelöst. Danach wurden 10 µl Glasmilch 
zugegeben und die Suspension 10 min bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Glasmilch wurde 
zusammen mit der DNA durch zweiminütige Zentrifugation bei 13.000 rpm pelletiert und 
zweimal mit 200 µl New-Waschpuffer gewaschen. Sodann wurde das Pellet in 30 µl aqua 
bidest. resuspendiert und 3 min bei 37 °C inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 4 min bei 
13.000 rpm wurde der Überstand mit der darin gelösten DNA abgenommen. 
 
Ligation 
 Das Zusammenfügen von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase nach dem 
Protokoll des Herstellers durchgeführt. Das Mengenverhältnis von Vektor-DNA zu Insert-
DNA wurde auf 1:3 eingestellt. Vor der Ligation wurde eine Dephosphorylierung des Vektors 
durchgeführt. Dazu wurde der Reaktionsansatz (50 µl) mit 1 µl AP für 30 min bei 37 °C 
inkubiert. Für die Ligation wurden die Reaktionsansätze dann über Nacht bei 16 °C und nach 
nochmaliger Zugabe von 1 µl Ligase und 1 µl ATP weitere 4 Stunden bei Raumtemperatur 
inkubiert. 
 
Herstellung kompetenter Zellen 
 Von einer über Nacht gewachsenen E.coli-Kultur wurde 1 ml in 200 ml frisches LB-
Medium (ohne Ampicillin) überführt und im Bakterienschüttler bei 37 °C bis zu einer 
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Zelldichte von 3 x 108 Zellen/ml angezüchtet. Die Bakterien wurden nun für 10 min bei 6.000 
rpm zentrifugiert (Rotor JA-14, Avanti-Zentrifuge) und das Pellet in 50 ml eiskaltem 0,1 M 
CaCl2 resuspendiert. Nach einer 20-minütigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen nochmals 
für 10 min bei 6.000 rpm pelletiert (Rotor JA-14, Avanti-Zentrifuge) und in 1 ml 0,1 M CaCl2 




 Zu dem Ligationsansatz wurden 100 µl kompetenter Bakterien gegeben und gemischt. 
Die Inkubationen wurden folgendermaßen durchgeführt: 15 min auf Eis, 5 min bei 37 °C, 15 
min auf Eis, 5 min bei 37 °C und abschließend 10 min auf Eis. Nach Zugabe von 800 µl LB-
Medium (ohne Ampicillin) wurde der Ansatz für 1 h bei 37 °C im Bakterienschüttler 
inkubiert. Jeweils 200 µl der Suspension wurden nun auf eine Bakterienschale mit LB-Agar 
(mit 100 µg Ampicillin/ml) ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C bebrütet. Einzelne 
Kolonien wurden in 2 ml LB-Medium (mit 100 µg Ampicillin/ml) angezüchtet und 
anschließend analysiert. 
 
2.2.16.2. Expression IBDV-spezifischer Proteine in HEF 
 Für die Expression wurde das Plasmid pVP2Cu-1 mittels LipofectAMINE (Life 
Technologies, Eggenstein) in HEF transfiziert. In einem Polystyrolgefäß wurden 200 µl 
Optimem (Gibco) mit 5 bis 20 µg DNA und 12 µl LipofectAMINE gemischt. Während das 
Gemisch 15 min bei Raumtemperatur inkubierte, wurden Plastik-Petrischalen (∅ 6 cm) mit 
ca. 80 % konfluenten Kulturen von HEF zweimal mit Optimem gewaschen. Nun wurden 800 
µl Optimem zum Transfektionsansatz gegeben und die Kulturen mit dem entstandenen 
Gemisch überschichtet. Nach 5-stündiger Inkubation bei 38 °C im Brutschrank wurde der 
Transfektionsansatz wieder abgenommen und durch frisches Wachstumsmedium ersetzt. Die 














3.1. Induktion der Apoptose nach Infektion von HEF mit dem Serotyp 1-Stamm Cu-1 
 
3.1.1. Vermehrung in HEF 
 Kulturen von HEF wurden mit Cu-1 mit einer MOI von 1 infiziert. Vor den 
Untersuchungen auf apoptotische Prozesse war es wichtig, die Kinetik der Vermehrung des 
Virus in der Zellkultur zu untersuchen. Im indirekten IFT war eine intrazytoplasmatische 
granuläre Fluoreszenz, welche die Anwesenheit von viralen Antigenen zeigt, erstmals 4 h p.i. 
in einigen Zellen der infizierten Kultur zu beobachten. Ca. 5 % der Zellen enthielten zu 
diesem Zeitpunkt virale Antigene. Die Anzahl der virushaltigen Zellen erhöhte sich auf ca.     
7 % 6 h bis 8 h p.i. und auf ca. 12 % bis 15 % 16 h p.i.. In ca. 20 % bis 25 % der Zellen waren 
24 h p.i. virale Antigene festzustellen (Abb. 5). Später nach der Infektion waren zahlreiche 
Zellen zerstört, so daß im infizierten Zellrasen nur noch wenige Antigen-positive Zellen zu 








3.1.2. Induktion von Apoptose  
Zum Nachweis der Apoptose sind verschiedene Methoden beschrieben, die alle auf den 
während dieses Prozesses stattfindenden morphologischen Veränderungen in den Zellen 
beruhen. Ein wichtiger Schwerpunkt zu Beginn der Untersuchungen war somit, zunächst 
geeignete Nachweisverfahren zu etablieren, mit denen apoptotische Prozesse nach Infektion 
Abbildung 5: Vermehrung von Cu-1 in HEF. Für den Nachweis viraler Antigene wurde ein
indirekter IFT mit dem polyklonalen anti-IBDV-Serum B54 durchgeführt und die Zellen im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Zellen mit Virusantigenen sind durch eine intrazytoplasmatische
Fluoreszenz zu erkennen. 




mit IBDV gezeigt und quantitativ ausgewertet werden können. Weiterhin sollten apoptotische 
Zellen auch auf Einzelzell-Ebene analysiert werden. 
 
3.1.2.1. Nachweis der DNA-Fragmentierung mittels Agarose-Gel-Elektrophorese 
Um einen ersten Hinweis auf apoptotische Prozesse ausgelöst durch IBDV zu erhalten, 
wurde zunächst der Nachweis der entstehenden DNA-Fragmente, die sich im Agarose-Gel als 
"DNA-Leiter" darstellen, gewählt. 
Da 12 h p.i. erstmals ein zytopathischer Effekt (CPE) in der Zellkultur zu beobachten 
war, wurden apoptotische Zellen zunächst ebenfalls in diesem Zeitraum vermutet. So zeigte 
auch die Analyse der zu verschiedenen Zeitpunkten untersuchten HEF-Kulturen eine 
beginnende DNA-Fragmentierung 12 h nach Infektion mit Cu-1. Die DNA-Fragmente waren 
im Agarose-Gel in Form einer schwachen "DNA-Leiter" erkennbar (Abb. 6, Spur 3), welche 
zu späteren Zeitpunkten sehr deutlich sichtbar war (Abb. 6, Spuren 4 und 5). In schein-
infizierten HEF dagegen konnte auch 36 h p.i. keine fragmentierte DNA nachgewiesen 








3.1.2.2. Nachweis der DNA-Fragmentierung mittels TUNEL-Assay 
 Als ein weiterer Test zur Untersuchung der Apoptose nach Infektion mit IBDV wurde 
der TUNEL-Assay etabliert; ein Verfahren, mit welchem ebenfalls die Fragmentierung der 
zellulären DNA während des apoptotischen Zelltodes nachgewiesen wird. Mit Hilfe dieser 
Methode wurden auf Deckgläschen fixierte HEF in situ auf Apoptose untersucht, so daß 
einzelne apoptotische Zellen im Fluoreszenzmikroskop durch die Markierung ihres Zellkerns 
   1           M           2          3           4          5 
Abbildung 6: Nachweis der DNA-Fragmentierung nach Infektion von HEF mit Cu-1. Die zelluläre
DNA der schein-infizierten Zellen wurde 36 h (1), die DNA der Cu-1-infizierten Zellen 8 h (2), 12 h
(3), 24 h (4) und 36 h (5) p.i. extrahiert und im Agarose-Gel analysiert. Spur M: λ HaeIII-Marker. 
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erkennbar waren und somit auch zusätzlich hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilt werden 
konnten (Abb. 7). 
 In Cu-1-infizierten HEF-Kulturen waren 12 h p.i. vermehrt TUNEL-positive Zellen im 
Vergleich zu schein-infizierten Zellkulturen zu beobachten. Die Anzahl apoptotischer Zellen 
nahm im Verlauf der Infektion zu (Abb. 8). Die TUNEL-positiven Zellen waren, im 
Vergleich zu den Zellen, die keinen markierten Zellkern aufwiesen, kleiner und fielen durch 
einen sehr schmalen Zellkörper auf (Abb. 7A). Später nach Infektion waren zahlreiche 
apoptotische Zellen abgerundet und aus dem Zellrasen herausgelöst. Der markierte Zellkern 






                      Cu-1-infizierte HEF                                schein-infizierte HEF  
 
               16 h p.i.                                         24 h p.i.                                     24 h p.i.                     
Abbildung 8: Apoptotische Zellen nach Infektion mit Cu-1. Die Zellen wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten p.i. in einem TUNEL-Assay gefärbt und im Fluoreszenzmikroskop dargestellt. In den
infizierten Zellkulturen waren ab 12 h p.i. vermehrt apoptotische Zellen im Vergleich zu den schein-
infizierten Zellkulturen nachweisbar.  
    (A)                                                                        (B) 
Abbildung 7: Nachweis apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Assay.  (A) Apoptotische Zellen
sind durch Markierung ihres Zellkern erkennbar. Die Zellen sind kleiner und schmaler (Pfeilspitze)
als TUNEL-negative Zellen. (B) Später nach Infektion sind apoptotische Zellen häufig schon
abgerundet und aus dem Zellrasen herausgelöst (Pfeilspitze). 
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3.1.2.3.  Nachweis früher Stadien der Apoptose mittels Annexin-V-Test 
 Die Fragmentierung der DNA ist ein spätes Ereignis während der Apoptose. Daher 
wurde in einer weiteren Versuchsreihe Annexin V, welches spezifisch an das schon in frühen 
Stadien der Apoptose an die Außenseite der Zellmembran transportierte Phosphatidylserin 
bindet, verwendet, um den Zeitpunkt des Beginns der Apoptose-Induktion nach IBDV-
Infektion zu untersuchen.  
 Mit dem Annexin-V-Test waren 0 h bis 4 h p.i. einzelne, sporadisch im Zellrasen 
verteilte Zellen in der Cu-1-infizierten Zellkultur zu beobachten, die Annexin V gebunden 
hatten (< 1 %). Ca. 4 % bis 6 % Annexin-positive Zellen waren 6 h bis 8 h p.i in den 
infizierten HEF nachzuweisen. Diese Annexin-positiven Zellen waren jetzt nicht mehr einzeln 
verteilt zu beobachten, sondern traten in einem engerem Umfeld auf. Die Anzahl der 
Annexin-positiven Zellen erhöhte sich auf ca. 8 % 12 h p.i.; 24 h p.i. war bei ca. 12 % der 
Zellen im infizierten Zellrasen eine Bindung von Annexin V an die Zellmembran festzustellen 
(Abb. 9). In schein-infizierten Zellen waren dagegen nur vereinzelt positive Zellen 






3.1.2.4. Ausschluß nekrotischer Prozesse 
 DNA-Fragmentierungen treten auch während nekrotischer Prozesse auf. Ebenfalls kann 
Annexin V an nekrotische Zellen binden. Im Gegensatz zu apoptotischen Zellen nehmen 
nekrotische Zellen jedoch auch Propidiumjodid auf und sind daher sowohl durch eine grüne 
Zellmembran als auch durch einen rot fluoreszierenden Zellkern gekennzeichnet (vgl. Abb. 3, 
S. 25). In den infizierten Kulturen von HEF waren nach Doppelfärbungen mit Annexin V und 
Propidiumjodid in frühen Stadien der Infektion jedoch nur Annexin-positive Zellen zu 
Abbildung 9: Nachweis apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-Test. Durch Markierung mit
Annexin-V-FLUOS sind apoptotische Zellen im Fluoreszenzmikroskop durch eine grüne Fluoreszenz der
Zellmembran sichtbar.  
        8 h p.i.                                        12 h p.i.                                      24 h p.i. 
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beobachten. Der Zellkern war nicht gefärbt. Erst 12 h p.i. und später waren lediglich 
vereinzelt Zellen zu beobachten, die zusätzlich einen roten Zellkern aufwiesen (o. Abb.). 
 
3.1.2.5. Quantifizierung apoptotischer HEF mittels FACS 
 Der Anteil apoptotischer Zellen in der Zellpopulation wurde mittels 
Durchflußzytometrie bestimmt. Bei dieser Methode werden die Zellen durch einen 
Laserstrahl geleitet. Für jede einzelne Zelle wird zunächst die Absorption und die Brechung  
des Strahls gemessen und in einem zweidimensionalen Diagramm dargestellt. Anhand dieser 
Darstellung läßt sich die Morphologie und Struktur der Zellen gut bestimmen. Zellen mit viel 
Zytoplasma ("große Zellen") absorbieren weniger Licht als kleine Zellen und zeigen deshalb 
hohe Lichtwerte im Vorwärtsstreulicht (forward angle light scatter [FSC]). Zellen mit Granula 
zeigen im Unterschied zu nicht granulierten Zellen hohe Werte im Seitwärtsstreulicht (side 
angle light scatter [SSC]). Bei Markierung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen kann 
zusätzlich die Emission der einzelnen Zellen gemessen werden. Somit ermöglicht diese 
Methode sowohl die qualitative und quantitative Bestimmung zellulärer Parameter einzelner 
Zellen als auch die Analyse der gesamten Zellpopulation. 
 Bei den Untersuchungen wurden zunächst infizierte und schein-infizierte HEF-Kulturen 
hinsichtlich ihrer strukturellen und morphologischen Eigenschaften (Größe und Granulierung 
der Zellen) untersucht. Dabei stellten sich zu Beginn der Infektion schein-infizierte wie auch 
Cu-1-infizierte Zellkulturen als eine relativ einheitliche Zellpopulation mit "mittelgroßen" und 
"großen" Zellen dar (Abb. 10A und C). Jedoch waren im weiteren Verlauf der Infektion in 
den infizierten Zellkulturen vor allem Zellen mit einer geringeren Größe festzustellen (Abb. 
11C), während sich die Morphologie der Zellen in den Kontrollen auch in späteren Stadien 
der Infektion nicht veränderte (Abb. 11A). 
 Zur Untersuchung der Apoptose wurden die HEF mit dem Fluoreszenzfarbstoff 
Propidiumjodid inkubiert und der DNA-Gehalt der Zellen bestimmt. Die Darstellung der 
Daten im Histogramm zeigte, daß in den Kontrollen als in auch Cu-1-infizierten Kulturen in 
frühen Stadien der Infektion ein typisches Zellzyklusdiagramm (vgl. Abb. 2, S. 24) zu 
erkennen war, mit einer kleinen Population von Zellen, die aufgrund ihres geringeren DNA-
Gehaltes links des G0/G1 DNA Peaks erschienen und somit als apoptotische Zellen definiert 
wurden (sub-G0/G1 DNA Peak; Abb. 10B und D, Rgesamt). Der Anteil der Zellen, die sich im 
sub-G0/G1 DNA Peak darstellten, nahm in den infizierten HEF-Kulturen in späteren Stadien 
der Infektion zu; 48 h p.i. waren einzelne Zellzyklusstadien kaum noch zu erkennen (Abb. 
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11D, Rgesamt). In den Kontrollzellen war auch zu diesem Zeitpunkt nur ein leichter Anstieg des 
Anteils apoptotischer Zellen festzustellen (Abb. 11B, Rgesamt).  
 Eine selektive Analyse der Population mit der geringeren Zellgröße zeigte weiterhin, 
daß diese "kleinen" Zellen vor allem im sub-G0/G1 DNA Peak erschienen (Abb. 10 und 11, 
R1). Analysiert man nur die Zellpopulation mit den größeren Zellen, sind im Histogramm 
























Abbildungen 10 und 11: Untersuchung  schein-infizierter und Cu-1-infizierter HEF-Kulturen 4 h
und 48 h p.i. im FACS.  (A) und (C) zeigen das zweidimensionale Diagramm (FSC/SSC), in welchem die
Zellen hinsichtlich ihrer Größe (FSC) und Granulierung (SSC) dargestellt wurden. Früh nach der Infektion
ist in schein-infizierten als auch Cu-1-infizierten Zellen eine relativ einheitliche Zellpopulation mit
"mittelgroßen" und "großen" Zellen zu erkennen (10A und C). Später sind in der infizierten Zellkultur vor
allem "kleine" Zellen zu sehen (11C). 
(B) und (D) zeigt die Darstellung des DNA-Gehaltes der Zellen der HEF-Kultur im Histogramm, in dem
die einzelnen Phasen des Zellyklus ersichtlich sind. Zellen, die links des G0/G1 DNA Peak erscheinen,
haben einen geringeren DNA-Gehalt und werden als apoptotische Zellen definiert (sub-G0/G1 DNA Peak).
Dabei ist deutlich, daß 48 h p.i. in den infizierten HEF-Kulturen die einzelnen Zellzyklusstadien kaum noch
ersichtlich sind; der sub-G0/G1 DNA Peak ist stark erhöht (11D). In den Kontrollzellen war auch zu diesem
Zeitpunkt nur ein leichter Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen festzustellen (11B). 
In "Rgesamt" wurde die gesamte Zellpopulation analysiert, in "R1" bzw. "R2" nur die kleinen (R1) bzw.
größeren Zellen (R2). 
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Um den Anteil apoptotischer Zellen im Verlauf der Infektion zu bestimmen, wurden 
Cu-1-infizierte und schein-infizierte Kulturen von HEF 8 h, 12 h, 24 h, 36 h und 48 h p.i. im 
FACS analysiert. Auch die Zellen, die sich aufgrund des CPE schon aus dem Zellrasen 
herausgelöst hatten, wurden in die Analyse mit einbezogen. Tabelle 3 zeigt eine 
Zusammenfassung der Ergebnisse.  
 In infizierten und in schein-infizierten HEF-Kulturen waren 4 h p.i. ca. 6 % der Zellen 
apoptotisch. Eine leichte Erhöhung des Anteils apoptotischer Zellen in Cu-1-infizierten HEF 
im Vergleich zur Kontrolle war 16 h p.i. festzustellen. 64,5 % apoptotische Zellen wurden     
48 h p.i. in den infizierten Zellkulturen nachgewiesen, während in schein-infizierten Zellen zu 




































Zeit p.i. (h) 
Anteil apoptotischer Zellen (%) 
schein-infizierte HEF                  Cu-1-infizierte HEF 
4 6,0 ± 1,0 5,8 ± 0,7 
8 11,0 ± 2,7 13,1 ± 4,1 
16 13,8 ± 5,1 18,5 ± 4,6 
24 18,6 ± 4,7 35,6 ± 4,3 
36 21,3 ± 7,9 45,2 ± 3,9 
48 21,0 ± 7,2 64,5 ± 4,9 
Tabelle 3: Quantifizierung apoptotischer Zellen in HEF nach Infektion mit Cu-1. Der Anteil
apoptotischer Zellen in der Zellkultur  zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurde durch Ermittlung des
sub-G0/G1 DNA Peaks und Analyse im FACS ermittelt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte von drei
Experimenten mit  Standardabweichungen. 
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3.2. Induktion der Apoptose nach Infektion von HEF mit dem attenuierten Serotyp 1-        
Stamm Cu-1M 
  
3.2.1. Vermehrung in HEF 
 Für die Infektion von HEF-Kulturen mit Cu-1M wurde ebenfalls eine MOI von 1 
eingesetzt und die Vermehrung dieses Virusstammes anschließend im indirekten IFT 
untersucht. Im Vergleich zum Elternvirus Cu-1 (s. 3.1.1.) war eine geringere 
Vermehrungsrate von Cu-1M in HEF zu beobachten. In der infizierten Zellkultur waren 8 h 
p.i. in weniger als   1 % der Zellen virale Antigene nachzuweisen. Die Anzahl positiver Zellen 
stieg 16 h p.i. auf ca. 5 % und 24 h p.i. auf ca. 10 %. Auch 36 h p.i. waren nur max. 12 % bis 







3.2.2. Induktion von Apoptose 
 
3.2.2.1. Nachweis der DNA-Fragmentierung mittels Agarose-Gel-Elektrophorese 
 Zur Untersuchung der Apoptose nach Infektion mit Cu-1M wurde zunächst eine 
Analyse der zellulären DNA im Agarose-Gel durchgeführt. Eine deutliche Fragmentierung 
der DNA in Form der "DNA-Leiter" war erstmals 24 h p.i. (Abb. 13, Spur 4) sichtbar. In 
schein-infizierten Zellen war auch 36 h p.i. keine DNA-Fragmentierung festzustellen (Abb. 
13, Spur 1).  
 
 
                16 h p.i.                                         24 h p.i.                                       36 h p.i. 
Abbildung 12: Vermehrung von Cu-1M in HEF.  Für den Nachweis viraler Antigene wurde ein
indirekter IFT mit dem polyklonalen anti-IBDV-Serum B54 durchgeführt und die Zellen im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Zellen mit Virusantigenen sind durch eine intrazytoplasmatische







3.2.2.2. Quantifizierung apoptotischer HEF mittels FACS  
 Für die Quantifizierung apoptotischer Zellen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
der Infektion eine DNA-Färbung mit Propidiumjodid durchgeführt und die Zellen 
anschließend im FACS analysiert. Beginnend 24 h p.i. war hier ein leichter Anstieg des 
Anteils apoptotischer Zellen in der infizierten Kultur im Vergleich zur Kontrolle 
nachzuweisen. Die Analyse ergab weiterhin, daß 48 h p.i. ca. 16 % bis 25 % mehr 
apoptotische Zellen in Cu-1M-infizierten als in schein-infizierten HEF-Kulturen zum selben 





 1           M          2           3           4           5
Abbildung 13: Nachweis der DNA-Fragmentierung nach Infektion von HEF mit Cu-1M. Die zelluläre
DNA der schein-infizierten Zellen wurde 36 h (1), die DNA der Cu-1M-infizierten Zellen 8 h (2), 12 h
(3), 24 h (4) und 36 h (5) nach der Infektion extrahiert und im Agarose-Gel analysiert. Spur M: λ HaeIII-
Marker. 
Zeit p.i. (h) 
Anteil apoptotischer Zellen (%) 
schein-infizierte HEF                  Cu-1M-infizierte HEF 
8 14,2 ± 1,6 15,8 ± 5,7 
16 17,3 ± 3,9 20,8 ± 1,1 
24 23,5 ± 8,4 27,9 ± 3,3 
36 20,2 ± 5,1 24,5 ± 18,6 
48 21,6 ± 5,4 33,8 ± 18,5 
Tabelle 4: Quantifizierung apoptotischer Zellen in HEF nach Infektion mit Cu-1M. Der Anteil
apoptotischer Zellen in der Zellkultur  zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurde durch Ermittlung
des sub-G0/G1 DNA Peaks und Analyse im FACS ermittelt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte von
drei Experimenten mit  Standardabweichungen. 
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3.3. Induktion der Apoptose nach Infektion von HEF mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 
 
3.3.1. Vermehrung in HEF 
 Kulturen von HEF wurden mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 mit einer MOI von 1 
infiziert. Dabei war im indirekten IFT eine sehr gute Vermehrungsrate in HEF nachzuweisen, 
die mit der Vermehrung des Serotyp 1-Stammes Cu-1 (s. 3.1.1.) annähernd vergleichbar war. 
Erste Zellen mit viralen Antigenen waren 4  h bis 6 h p.i. nachzuweisen und 8 h p.i. waren in 
ca. 5 % bis 7 % der Zellen Virusantigene zu beobachten. Die Anzahl positiver Zellen erhöhte 
sich auf ca. 10 % nach 16 h p.i. und 24 h p.i. auf ca. 15 % bis 20 % (Abb. 14). Später waren 








3.3.2. Induktion von Apoptose 
 
3.3.2.1. Nachweis der DNA-Fragmentierung mittels Agarose-Gel-Elektrophorese 
 Die Untersuchung der Apoptose zeigte, daß auch nach Infektion mit 23/82 eine DNA-
Fragmentierung nachzuweisen war. Im Agarose-Gel war 24 h p.i. eine deutliche "DNA-
Leiter" sichtbar (Abb. 15, Spur 4). In schein-infizierten HEF-Kulturen war keine 
fragmentierte DNA nachweisbar (Abb. 15, Spur 1). 
          8 h p.i.                                           16 h p.i.                                         24 h p.i.  
Abbildung 14: Vermehrung von 23/82 in HEF.  Für den Nachweis viraler Antigene wurde ein
indirekter IFT mit dem polyklonalen anti-IBDV-Serum B54 durchgeführt und die Zellen im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Zellen mit Virusantigenen sind durch eine intrazytoplasmatische








3.3.2.2. Quantifizierung apoptotischer HEF mittels FACS 
 Der Anteil apoptotischer Zellen in der Zellkultur wurde ebenfalls durch Ermittlung des 
sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analysen bestimmt. Dabei zeigte sich, daß 16 h p.i. ein 
leichter Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen in 23/82-infizierten HEF-Kulturen im 
Vergleich zur Kontrolle nachzuweisen war. Durchschnittlich 40 % der Zellen in der 
infizierten Kultur waren 24 h p.i. apoptotisch, jedoch erhöhte sich dieser Anteil bis 48 h p.i. 
kaum noch (Tab. 5). Zu diesem Zeitpunkt waren ca. 20 % mehr apoptotische Zellen als in 
schein-infizierten Zellen festzustellen. 
 
 
1         M            2             3           4            5 
Abbildung 15: Nachweis der DNA-Fragmentierung nach Infektion von HEF mit 23/82. Die zelluläre
DNA der schein-infizierten Zellen wurde 36 h (1), die DNA der 23/82-infizierten Zellen 8 h (2), 12 h
(3), 24 h (4) und 36 h (5) nach der Infektion extrahiert und im Agarose-Gel analysiert. Spur M: λ
HaeIII-Marker. 
Zeit p.i. (h) 
Anteil apoptotischer Zellen (%) 
schein-infizierte HEF                 23/82-infizierte HEF 
8 14,2 ± 1,6 15,0 ± 1,5 
16 17,3 ± 3,9 24,2 ± 4,2 
24 23,5 ± 8,4 33,1 ± 10,2 
36 20,2 ± 5,1 32,9 ± 6,5 
48 21,6 ± 5,4 39,8 ± 9,7 
Tabelle 5: Quantifizierung apoptotischer Zellen in HEF nach Infektion mit 23/82. Der Anteil
apoptotischer Zellen in der Zellkultur  zu verschiedenen Zeitpunkten p.i. wurde durch Ermittlung des
sub-G0/G1 DNA Peaks und Analyse im FACS ermittelt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte von drei
Experimenten mit Standardabweichungen. 
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Ein Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen nach Infektion mit den beiden Serotyp 
1-Stämmen Cu-1 und Cu-1M und dem Serotyp 2-Stamm 23/82 ist in Abbildung 16 
dargestellt. Die höchste Apoptose-Rate war in Cu-1-infizierten HEF-Kulturen zu beobachten. 
Der attenuierte Serotyp 1-Stamm Cu-1M, welcher sich langsamer als Cu-1 vermehrte, 
verursachte auch einen geringeren Anteil apoptotischer Zellen. Andererseits waren im 
Vergleich zu Cu-1 nach Infektion mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 weniger apoptotische 


















































 Abbildung 16: Vergleichende Darstellung des Anteils apoptotischer Zellen in HEF-Kulturen nach
Infektion mit den beiden Serotyp 1-Stämmen unterschiedlicher Pathogenität Cu-1, Cu-1M und
dem Serotyp 2-Stamm 23/82. 
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3.4. Induktion der Apoptose nach Infektion von Hühnern mit Cu-1, Cu-1M und 23/82  
 In den in vitro durchgeführten Experimenten wurde gezeigt, daß Apoptose in der 
Zellkultur durch Serotyp 1- wie auch Serotyp 2- Stämme von IBDV induziert wird. Um 
jedoch die Rolle apoptotischer Prozesse in der Pathogenese von IBD weiterhin abzuklären, 
war es wichtig, diesen Untersuchungen in vivo-Experimente mit empfänglichen Hühnern 
anzuschließen. Tiere im Alter von 6 Wochen wurden dazu intrabursal mit Saatvirus der 
Stämme Cu-1 (2 x 107 PBE/ml), Cu-1M (2 x 105 PBE/ml) und 23/82 (3 x 106 PBE/ml) 
infiziert und 6 h, 12 h, 24 h und 36 h p.i. getötet. Die lymphatischen Organe BF, Milz und 
Thymus wurden entnommen und für weitere Untersuchungen in Paraffin eingebettet. 
 
3.4.1. Klinische und pathomorphologische Befunde 
 Die mit Cu-1 infizierten Hühner zeigten etwa 30 h p.i. ein leicht gesträubtes Gefieder 
und wirkten ermattet. Die BF der 6 h und 12 h p.i. getöteten Hühner zeigten keine 
Veränderungen. Eine leicht ödematös geschwollene BF war 24 h p.i. zu beobachten und 36 h 
p.i. war die Ödematisierung stark fortgeschritten; in der Bursa waren petechiale Blutungen 
festzustellen. Histologische Untersuchungen der infizierten BF ergaben 24 h p.i. einen 
deutlichen Verlust an Lymphozyten, der sich 36 h p.i. noch verstärkte. Zu diesem Zeitpunkt 
war in vielen Follikeln eine Zerstörung des Markbereiches zu erkennen.  
 Cu-1M-infizierte Tiere zeigten zu keinem Zeitpunkt klinische Symptome. Die 
Untersuchung der lymphatischen Organe ergab, daß die BF der 36 h p.i. getöteten Tiere 
geringgradig ödematös geschwollen war. In der histologischen Untersuchung war ein 
geringgradiger Verlust an Lymphozyten festzustellen. 
 Die mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 infizierten Tiere zeigten ebenfalls keine klinischen 
Symptome. Pathologisch-anatomische und histologische Veränderungen der BF waren zu 
keinem Zeitpunkt nach der Infektion nachzuweisen. 
 Veränderungen an Milz und Thymus waren nach Infektion mit Cu-1, Cu-1M oder 23/82 
nicht festzustellen. 
 
3.4.2. Nachweis viraler Antigene mittels Immunhistochemie (IHC) 
 Um zunächst einen Einblick in die Vermehrung der einzelnen Virusstämme in vivo zu 
erhalten, wurden die lymphatischen Organe BF, Milz und Thymus auf das Vorhandensein 
viraler Antigene in den Zellen mittels immunhistologischem Nachweisverfahren (s. 2.2.11.) 
untersucht. Dabei waren Antigen-positive Zellen im Lichtmikroskop durch eine dunkelbraune 
Färbung ihres Zytoplasmas erkennbar. 
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 Bei der Untersuchung der BF Cu-1-infizierter Hühner auf virale Antigene war 12 h p.i. 
eine erste positive Reaktion in Form der dunkelbraunen Färbung der Zellen zu beobachten. Zu 
diesem Zeitpunkt waren Zellen mit viralen Antigenen in ca. 28 % der Follikel nachzuweisen. 
Ca. 83 % der Follikel enthielten 24 h p.i. Antigen-positive Zellen. Nahezu alle Follikel waren 
36 h p.i. betroffen, wobei Virusantigene in fast allen Zellen im Gewebeschnitt zu beobachten 
waren. Während 12 h p.i. die Antigen-positiven Zellen nahezu ausschließlich im Mark der 
Follikel lokalisiert waren, wurden diese Zellen zu späteren Zeitpunkten auch im Kortex 
beobachtet (Abb. 17). 
 Nach Infektion mit dem attenuierten Serotyp 1-Stamm Cu-1M waren in der BF erstmals 
Zellen mit viralen Antigenen 24 h p.i. nachzuweisen. Ca. 42 % der Follikel waren betroffen, 
in denen die Antigen-positiven Zellen hauptsächlich im Markbereich zu beobachten waren. 
Antigen-positive Zellen waren 36 h p.i. auch im Kortex lokalisiert; jedoch waren zu diesem 
späten Zeitpunkt nach Infektion mit Cu-1M Virusantigene in nur ca. 50 % der Follikel zu 
finden. Besonders auffallend war, daß in den einzelnen Follikeln nur ein geringer Prozentsatz 
der Zellen virale Antigene enthielten (Abb. 17). 
 In der BF der Hühner, die mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 infiziert worden waren, 
waren zu keinem Zeitpunkt virale Antigene nachzuweisen (o. Abb.). 
 In den lymphatischen Organen Milz und Thymus waren zu keinem Zeitpunkt, weder 
nach Infektion mit Cu-1, noch mit Cu-1M oder 23/82, Zellen nachzuweisen, die virale 
Antigene enthielten (o. Abb).  
           12 h p.i.                                                                       24 h p.i.                                                                            36 h p.i. 
Abbildung 17: Nachweis der Replikation von IBDV in der BF.  In den zu den angegebenen Zeitpunkten entnommenen Bursae Cu-1- und Cu-1M-infizierter Hühner

























3.4.3. Nachweis viraler RNA mittels nicht-radioaktiver in situ-Hybridisierung (ISH) 
 Die nicht-radioaktive ISH wurde genutzt, um nach Infektion mit IBDV virale RNA in 
den Zellen nachzuweisen. Dabei interessierte vor allem die Frage, ob nach Infektion der Tiere 
mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 das Virus überhaupt in die Zellen der BF aufgenommen 
worden war bzw. ob eine Infektion der Zellen von Milz und Thymus mit beiden Serotypen 
von IBDV stattgefunden hatte.  
 Dazu wurde zunächst eine IBDV-spezifische Sonde homolog zur Nukleotidsequenz des 
VP4 von Cu-1 hergestellt, die mit Digoxigenin(DIG) markiert wurde (s. 2.2.12.). Vergleiche 
der Nukleotidsequenz der Serotyp 1-Stämme Cu-1 und Cu-1M mit der des Serotyp 2-
Stammes 23/82 ergab in dem gewählten Bereich eine Homologie von 78,9 % mit jeweils nur 
vereinzelten Nukleotidaustauschen (BERNSTEIN, 1994). Die Sonde wurde daher für den 
Nachweis viraler RNA beider Serotypen verwendet. Die Analyse der PCR-Produkte im 
Agarose-Gel zeigte eine spezifische Bande mit einer Größe von 304 bp. In Abbildung 18A ist 
das unterschiedliche Laufverhalten von nichtmarkierten und DIG-markierten PCR-Produkten 
ersichtlich. Im "Southern-Blot" wurden die eingebauten DIG-markierten Nukleotide 







 Um zunächst die Spezifität und die Sensitivität der Sonde zu testen, wurde ein 
Nachweis viraler RNA mittels ISH in der BF von Cu-1- und Cu-1M-infizierten Tieren 
geführt. Die Bindung der IBDV-spezifischen markierten Sonde an die RNA von IBDV wurde 
dabei in einer Substratreaktion nachgewiesen. Eine Färbung der Zellen im Gewebeschnitte 
zeigte somit das Vorhandensein viraler RNA in den Zellen an (s. 2.2.18.). Der Vergleich mit 
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                  M          1         2                        1      2 
(A)                                     (B) 
Abbildung 18: (A) Agarose-Gel-Elektrophorese von unmarkierten (1) und DIG-markierten PCR-
Produkten (2) mit einer Länge von 304 bp. Das DIG-markierte PCR-Produkt zeigt ein verlangsamtes
Laufverhalten. Spur M: λHaeIII-Marker. (B) Nachweis der DIG-Markierung der PCR-Produkte mittels
"Southern Blot". (1) unmarkiertes PCR-Produkt, (2) DIG-markiertes PCR-Produkt. 
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den Ergebnissen der IHC zeigte in seriellen Schnitten der BF eine weitestgehend identische 






 Die Untersuchung der zu den verschiedenen Zeitpunkten p.i. entnommenen Bursae 
ergab, daß virale RNA in der BF Cu-1-infizierter Hühner schon 6 h p.i. in einigen Zellen 
nachzuweisen war. Anzahl und Verteilung Virus-RNA-positiver Zellen in den Follikeln der 
infizierten BF 12 h und später entsprach den Ergebnissen des Antigen-Nachweises mittels 
IHC (Tab. 6). 
 Ähnliche Befunde wurden in der BF Cu-1M-infizierter Tiere erhoben. Auch hier wurde 
virale RNA in den Zellen erstmals 12 h p.i. nachgewiesen, während virale Antigene erst 24 h 
p.i. zu beobachten waren. Später nach Infektion nahm die Anzahl der Zellen, in denen Virus-
RNA vorhanden war, zu. Die Ergebnisse entsprachen somit ebenfalls den Befunden der IHC 
(Tab. 6). 
 In der BF der Tiere, die mit 23/82 infiziert worden waren,  war 6 h p.i. in einigen Zellen 
ein schwaches Hybridisierungssignal, als Zeichen für die Aufnahme der viralen RNA in die 
Zellen, zu erkennen (Abb. 20). Jedoch war nach Infektion mit dem Serotyp 2-Stamm zu 
späteren Zeitpunkten keine virale RNA in den Zellen der BF mehr nachzuweisen. 
 
Abbildung 19: Virusnachweis in der BF 36 h nach Infektion mit Cu-1M.  (A) Nachweis viraler RNA
mittels ISH und (B) Nachweis viraler Antigene mittels IHC in seriellen Schnitten der BF. Positive Zellen
stellen sich in der Substratreaktion durch Färbung ihres Zytoplamas dar.  






 In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der ISH in der BF dargestellt und mit den Befunden 


















 In Zellen von Milz und Thymus war zu keinem Zeitpunkt nach Infektion mit den 
Serotyp 1-Stämmen Cu-1 und Cu-1M und dem Serotyp 2-Stamm 23/82 virale RNA 
nachzuweisen (o. Abb.). 
Abbildung 20: Nachweis viraler RNA in der BF nach Infektion mit 23/82. Ein Hybridisierunggsignal
(Pfeile) war in Zellen der BF 6 h p.i. nachzuweisen. 
Zeit p.i.                                                               Nachweis 
   (h)                           viraler RNA (ISH)                                  viraler Antigene (IHC) 
                            Cu-1      Cu-1M       23/82                            Cu-1      Cu-1M      23/82  
  
     6                        +                0                +                                  0               0               0               
 
    12                      ++              +                0                                 ++              0               0  
 
    24                     +++            ++               0                               +++            ++              0               
 
    36                    +++(+)        ++               0                              +++(+)        ++              0               
Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse des Virusnachweises mittels ISH und IHC in der BF
Cu-1-, Cu-1M- und 23/82-infizierter Hühner.  
 (+...+++) Häufigkeit des Nachweises positiver Zellen;  (0) nicht nachgewiesen 
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3.4.4. Nachweis apoptotischer Zellen mittels TUNEL-Assay 
 Für den Nachweis der Apoptose nach Infektion mit IBDV in vivo wurde der TUNEL-
Assay verwendet (s. 2.2.13.). Apoptotische Zellen wurden dabei in einer Substratreaktion 





Die Untersuchung der zu den verschiedenen Zeitpunkten p.i. entnommenen Bursae     Cu-1-
infizierter Hühner zeigte, daß 6 h und 12 h p.i. einige apoptotische Zellen im Bereich 
zwischen Mark und Kortex zu beobachten waren. Dies entsprach den Ergebnissen der 
Untersuchung der BF schein-infizierter Kontrolltiere, in denen zu jedem Zeitpunkt einige 
apoptotische Zellen nachzuweisen waren, die vor allem in der kortiko-medullären Zone der 




Abbildung 21: Apoptotische Zellen werden im TUNEL-Assay durch
Färbung ihrer Zellkerne dargestellt (dünner Pfeil) Die Zellkerne sind
Abbildung 22: Apoptotische Zellen in der BF schein-infizierter Tiere 36 h p.i.. Zu jedem Zeitpunkt
waren einige apoptotische Zellen in den Follikeln zu finden, die vor allem im Bereich zwischen Mark und
Kortex (Pfeile) lokalisiert waren. 
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 In der Cu-1-infizierten BF war jedoch 24 h p.i. ein massiver Anstieg TUNEL-positiver 
Zellen festzustellen. Während zu diesem Zeitpunkt ca. 75 % der Follikel betroffen waren, war 
36 h p.i. Apoptose in nahezu allen Follikeln zu beobachten (Abb. 23). 
 In der BF der Hühner, die mit Cu-1M infiziert worden waren, waren 6 h bis 24 h p.i. 
einige apoptotische Zellen hauptsächlich im Bereich zwischen Mark und Kortex zu 
beobachten. Ein Anstieg der Anzahl TUNEL-positiver Zellen in der infizierten Bursa war erst 
36 h p.i. nachzuweisen. Es zeigten zu diesem späten Zeitpunkt jedoch nur ca. 10 % der 
Follikel eine erhöhte Apoptose-Rate (Abb. 23). 
 Nach Infektion mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 war in der BF zu keinem Zeitpunkt 
nach der Infektion eine verstärkte Apoptose im Vergleich zur schein-infizierten BF 
festzustellen (o. Abb.). 
 In Thymus und Milz der infizierten Tiere waren ebenfalls nur vereinzelt apoptotische 
Zellen zu beobachten, die in Anzahl und Verteilung der Kontrolle entsprachen. 
 In Tabelle 7 sind die Ergebnisse des Nachweises viraler Antigene und apoptotischer 
Zellen in der BF nach Infektion mit den beiden Serotyp 1-Stämmen und dem Serotyp 2-
Stamm zusammengefaßt und gegenübergestellt. 
 
 
Zeit p.i.                                                               Bursafollikel (%) mit 
     (h)                                         viralen Antigenen                                             Apoptose  
    Cu-1        Cu-1M          23/82                        Cu-1       Cu-1M     23/82  
 
        6 0 0 0 0 0 0 
       
       12 28 0 0 0 0 0 
  
       24 83 42 0 75 0 0 
 
       36 90 51 0 100 9 0 
Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse des Nachweises von viralen Antigenen und
Apoptose  in der BF Cu-1-, Cu-1M- und 23/82-infizierter Hühner.  
Es wurden die Bursafollikel mit Apoptose einbezogen, in denen eine verstärkte Apoptose-Rate im
Vergleich zur schein-infizierten Kontrolle nachgewiesen wurde; (0) nicht nachgewiesen 
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Abbildung 23: Nachweis der Apoptose-Induktion in der BF nach Infektion mit IBDV.  Die zu den angegebenen Zeiten entnommenen Bursae Cu-1- und Cu-1M-






















                                  12 h p.i.                                                                          24 h p.i.                                                                      36 h p.i. 
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3.4.5. Untersuchung der Gewebeschnitte mittels Elektronenmikroskopie 
 Die immunhistochemischen und lichtmikroskopischen Untersuchungen der Organe 
wurden durch elektronenmikroskopische Untersuchungen mit dem Ziel ergänzt, apoptotische 
Prozesse nach IBDV-Infektion zu bestätigen und von nekrotischen Vorgängen abzugrenzen. 
 In der BF schein-infizierter Kontrolltiere wurde im Elektronenmikroskop zu jedem 
Untersuchungszeitpunkt eine für die Bursa typische Morphologie festgestellt. Lymphozyten 
mit elektronendichten, heterochromatinreicheren Zellkernen waren ebenso zu beobachten wie 
Zellen mit helleren, weniger Heterochromatin enthaltenden Zellkernen. Die Zellen wiesen 






 In Cu-1-infizierten Tieren war 6 h und 12 h p.i. ebenfalls eine intakte Ultrastruktur der 
BF festzustellen. Zahlreiche Zellen wiesen 24 h p.i. jedoch apoptotische Merkmale auf: der 
Zellkern hatte sich verdichtet und das Chromatin war in grobscholliger Form 
zusammengelagert; das Grundplasma stellte sich elektronendichter dar. Häufig war der 
Zellkern in einzelne Teile zerfallen (Abb. 25A) und die Zellmembran an vielen Stellen 
eingezogen. Viruspartikel waren zu diesem Zeitpunkt eng zusammengelagert im Zytoplasma 
der Zellen festzustellen, die eine normale Ultrastruktur aufwiesen. Ein fast vollständiger 
Architekturverlust der Bursa war schließlich 36 h p.i. zu beobachten. Neben den typischen 
apoptotischen Zellen waren jetzt auch zahlreiche Zellen mit Vakuolen zu beobachten, bei 
denen die Zellmembran auseinanderbrach. Viruspartikel traten zu diesem Zeitpunkt auch 
einzeln im Zytoplasma auf und waren auch in den Zellen zu finden, die apoptotische 
Merkmale aufwiesen (Abb. 25B). 
Abb. 24: Elektronenmikroskopisches Bild einer schein-infizierten BF 36 h p.i..  In der Bursa war
eine typische Morphologie festzustellen. Die Lymphozyten wiesen helle Zellkerne auf (schmaler








 Die Untersuchung der Gewebeschnitte Cu-1M-infizierter BF mittels 
Elektronenmikroskopie zeigte ein vermehrtes Auftreten apoptotischer Zellen erst 36 h p.i.. 










                                                  24 h p.i.                                                       36 h p.i. 
Abbildung 25: Elektronenmikroskopisches Bild der BF nach Infektion mit Cu-1. (A)
Morphologie der infizierten BF zu verschiedenen Zeitpunkten p.i.. Die Pfeile weisen auf apoptotische
Zellen. Die Pfeilspitzen zeigen Zellen, die zu späten Zeitpunkten Merkmale von Nekrose zeigen. (B)













Abbildung 26: Elektronenmikroskopisches Bild der BF nach Infektion mit Cu-1M 36 h p.i.. (A)
Apoptotische Zellen (Pfeil); (B) zeigt eine apoptotische Zelle mit Viruspartikeln (schwarz umrandet).
In den apoptotischen Zellen ist die Zellmembran noch erhalten, die Zellkerne enthalten jedoch
verdichtetes Chromatin (A) bzw. sind schon in mehrere Fragmente zerfallen (B).  (C) Vergrößerung
der Viruspartikel (8500fach). 
               (A)                                                      (B)                                             (C) 
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 In der BF 23/82-infizierter Hühnern waren auch 36 h p.i. keine verstärkten 
apoptotischen Prozesse festzustellen (o. Abb.). 
 Ebenso zeigten Thymus und Milz keine Veränderungen nach Infektion mit Cu-1, Cu-





 Tabelle 8 zeigt eine Übersicht, in welcher die Ergebnisse des Nachweises apoptotischer 
und / oder nekrotischer Zellen in BF, Milz und Thymus mittels TUNEL-Assay und 






























Abbildung 27: Thymus 36 h nach Infektion mit Cu-1. Im elekronenmikroskopischen Bild ist eine





Apoptose  Nekrose 
Thymus 
 
Apoptose  Nekrose 
Milz 
 
Apoptose  Nekrose 
                      6 h 
  Cu-1          12 h 
                    24 h 
                    36 h 
       0             0             
       0             0 
 ++            + (Abb. 23, 25A) 
    +++         ++  (Abb. 23, 25A) 
      0               0 
      0               0 
0           0 
      0               0 (Abb. 27) 
0                    0 
0                    0 
0                    0 
0                    0 
                      6 h 
 Cu-1M       12 h 
                    24 h 
                    36 h  
       0             0 
       0             0 
       +             0 (Abb. 23, 26A) 
      ++           + (Abb. 23, 26B) 
       0              0 
       0              0 
       0              0 
       0              0 
0                    0 
0                    0 
0                    0 
0                    0 
                     6 h 
  23/82        12 h 
                   24 h 
                   36 h 
       0             0 
       0             0 
       0             0 
       0             0 
       0              0 
       0              0 
       0              0 
       0              0 
0                   0 
0                   0 
0                   0 
0                   0 
Tabelle 8: Nachweis apoptotischer und nekrotischer Zellen mittels TUNEL-Assay und
Elektronenmikroskopie in Organen Cu-1-, Cu-1M- und 23/82-infizierter Tiere. In den Klammern
wird auf zugehörige Abbildungen verwiesen. (+...+++) Häufigkeit apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen.
(0) kein Unterschied gegenüber schein-infizierten Tieren. 
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3.5. Mechanismen der Apoptose-Induktion: Rolle zellulärer und viraler Strukturen 
 
3.5.1. Induktion der Apoptose in HEF durch nicht vermehrungsfähige Viruspartikel von 
IBDV 
 Die beschriebenen Experimente zeigen deutlich die Induktion apoptotischer Prozesse 
durch IBDV sowohl in der Zellkultur als auch in den Zielzellen des Virus in der BF. Die in 
vitro wie auch in vivo beobachtete Zunahme des Anteils apoptotischer Zellen mit 
zunehmender Anzahl Virusantigen-exprimierender Zellen im Laufe der Infektion ließ eine 
Korrelation zwischen Virusvermehrung und Apoptose vermuten. Um weitere Hinweise auf 
den Mechanismus der Apopotose-Induktion durch IBDV zu erhalten, wurde zunächst der 
Einfluß nicht vermehrungsfähiger Viruspartikel auf die Apoptose in der Zellkultur untersucht.         
 Zur Inaktivierung ihrer Infektiösität wurden CsCl-gereinigte Viruspartikel von Cu-1 mit 
UV-Licht behandelt (s. 2.2.4.). In Plaque-Tests wurde nachgewiesen, daß sich das Virus 
anschließend nicht mehr in HEF vermehren konnte. Die Inaktivierung der Infektiösität der 
Viruspartikel wurde zusätzlich in jedem Experiment durch einen IFT überprüft (o. Abb.).  
 Während in der Positivkontrolle, d.h. nach Infektion mit unbehandelten, 
vermehrungsfähigen Viruspartikeln, ein beginnender CPE 12 h bis 14 h p.i. zu beobachten 
war, verursachten inaktivierte, nicht vermehrungsfähige Viruspartikel keinen zytopathischen 
Effekt in den HEF. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde 24 h p.i. durch Ermittlung des sub-
G0/G1 DNA Peaks bestimmt. Ein Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen auf 32,5 % war, 
entsprechend den vorangegangenen Ergebnissen (s. 3.1.2.3.), in den Kulturen von HEF 
nachzuweisen, die mit unbehandelten Viruspartikeln infiziert worden waren (Abb. 28a). Nicht 
vermehrungsfähige Viruspartikel dagegen waren nicht in der Lage, Apoptose auszulösen; die 
Inkubation von HEF-Kulturen mit UV-behandelten Viruspartikeln führte zu keiner Erhöhung 
des Anteils apoptotischer Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 28b). Als 
Negativkontrolle dienten schein-infizierte Zellen, deren Inokulum (Erhaltungsmedium) 







3.5.2. Doppelmarkierung zum Nachweis von Apoptose und Virusantigenen 
 Durch die Anwendung von Doppelmarkierungen zum gleichzeitigen Nachweis viraler 
Antigene und apoptotischer Zellen sollte versucht werden, die Korrelation von 
Virusvermehrung und apoptotischen Prozessen auch auf Einzelzell-Ebene zu untersuchen.  
 Dazu wurde in den HEF-Kulturen im Anschluß an den Apoptose-Nachweis mittels 
Annexin-V-Test der Virusnachweis mittels indirektem IFT geführt. Wie schon unter 3.1.2.3. 
beschrieben, waren 6 h p.i. erstmals vermehrt apoptotische Zellen im Vergleich zur 
Negativkontrolle zu beobachten. Die Doppelmarkierungen der Zellen zeigten 
interessanterweise, daß zu diesem frühen Zeitpunkt die Antigen-exprimierenden Zellen selbst 
keine Anzeichen von Apoptose aufwiesen. Annexin-positive Zellen waren jedoch in der 
näheren Umgebung der Zellen zu finden, die virale Antigene exprimierten. Lediglich in 
einigen Zellen (ca. 7 %) war 6 h p.i. sowohl eine positive Reaktion in der Immunfluoreszenz 
als auch im Annexin-V-Test nachzuweisen (Abb. 29A). Erst in späteren Stadien der Infektion 
traten diese doppelt-markierten Zellen vermehrt auf und 14 h p.i. waren schließlich ca. 80 % 
der Antigen-exprimierenden Zellen auch Annexin-positiv. Jedoch waren auch zu diesem 
Zeitpunkt noch immer Antigen-exprimierende Zellen ohne Anzeichen von Apoptose zu 
beobachten, die von apoptotischen Zellen umgeben waren. (Abb. 29B). Die Ergebnisse sind 























           a                           b 
Abbildung 28: Apoptose in HEF nach Inaktivierung der Infektiösität von Cu-1. Der Anteil
apoptotischer Zellen wurde 24 h nach Infektion mit (a) unbehandelten und (b) UV-inaktivierten
Viruspartikeln durch Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analyse bestimmt. Das






















                         8 h p.i.                          14 h p.i. 
Abbildung 29: Doppelmarkierungen zum Nachweis Annexin-positiver Zellen und Virusantigen-
exprimierender Zellen. In (A) sind Annexin-positive Zellen (grün) und Virusantigen-exprimierende
Zellen (rot) dargestellt. (B) zeigt denselben Bildausschnitt; es sind nur die Zellen mit Virusantigenen
dargestellt. Annexin-positive Zellen (kleine Pfeile); Antigen-exprimierende Zellen (große Pfeile);





























 Mit Hilfe dieser Methode war es auch möglich, die Verteilung Virusantigen-
exprimierender Zellen und apoptotischer Zellen in der Bursa infizierter Hühner zu 
untersuchen. In den Gewebeschnitten der BF wurden dazu aufeinanderfolgend eine 
immunhistochemische Färbung zum Virusnachweis und ein TUNEL-Assay zum Apoptose-
Nachweis geführt. Übereinstimmend mit den Befunden in der Zellkultur waren in der Cu-1-
infizierten BF 12 h und 24 h p.i. zahlreiche Virusantigen-exprimierende Zellen zu 
beobachten, die keine Anzeichen von Apoptose aufwiesen. Apoptotische Zellen, die sich 
durch eine blau-schwarze Färbung des Zellkern darstellten, waren dagegen in unmittelbarer 
Nähe dieser Antigen-positiven Zellen festzustellen. In einem geringen Anteil der Zellen 
waren schließlich 24 h p.i. Virusantigene wie auch Apoptose nachzuweisen. Diese Zellen 
waren vor allem im Kortex der Follikel lokalisiert. Ein vermehrtes Auftreten doppelt-
markierter Zellen war erst 36 h p.i. zu beobachten. Jedoch waren auch in dieser späten Phase 
der Infektion zahlreiche apoptotische Zellen in der Umgebung Virusantigen-positiver Zellen 
zu beobachten (Abb. 30).  
Zeit p.i. (h) 
Anteil von Zellen (%) mit 
     viralen Antigenen                Apoptose 
Anteil doppelt-
markierter Zellen (%)b 
0 -a - - 
2 - - - 
4 5 - - 
6 7 4 7 
8 7 6 10 
12 12 8 55 
14 16 10 80 
Tabelle 9: Ergebnisse der Doppelmarkierungen zum Nachweis von Apoptose und
Virusantigenen. Die Anzahl der Zellen wurde im Fluoreszenzmikroskop bestimmt.  









3.5.3. Rolle von IFN in der Induktion der Apoptose 
 Apoptose in den Zellen, die selbst keine viralen Antigene exprimierten, ließ einen 
indirekten Mechanismus der Apoptose-Induktion durch die Virusantigen-exprimierende Zelle 
vermuten. Es stellte sich daher die Frage, ob nach Infektion mit IBDV ein Faktor induziert 
wird, welcher in benachbarten Zellen Apoptose auslöst. GELB et al. (1979a, b) zeigte die 
Produktion von IFN in vitro wie auch in vivo. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit 
zunächst untersucht, ob diese Zytokine an der Induktion der Apoptose beteiligt sein könnten. 
 
3.5.3.1. Nachweis von IFN in HEF 
 Zum Nachweis der Produktion von IFN in HEF nach Infektion mit Cu-1 wurden 
Plaque-Reduktionstests mit VSV als Indikatorvirus durchgeführt (s. 2.2.14.). IFN hemmen die 
Vermehrung von VSV, so daß eine Reduktion der Plaque-Zahl die Anwesenheit dieser 
Zytokine in der untersuchten Probe anzeigt. 
Nach Infektion von HEF-Kulturen mit VSV war eine Plaque-Zahl von 4 x 107 PBE/ml 
festzustellen. Für den Nachweis der IFN-Produktion wurden die Zellkulturen vor der VSV-
Infektion mit Kulturüberständen Cu-1-infizierter HEF, in denen die Infektiösität von IBDV 
inaktiviert worden war (s. 2.2.7.), inkubiert. In diesen HEF-Kulturen war eine Reduktion der 
Anzahl der VSV-Plaques nachzuweisen; es konnte ein IFN-Titer von 32 ermittelt werden 
  a 
Abbildung 30: Doppelmarkierung zum Nachweis virusantigenhaltiger und apoptotischer Zellen.
(a) Zahlreiche Zellen mit viralen Antigenen (braun, große Pfeile) sind neben apoptotischen Zellen
(blau-schwarz, kleine Pfeile) lokalisiert. Dazwischen befinden sich einige Virusantigen-exprimierende
Zellen, die auch apoptotisch sind (Pfeilspitze). (b) Doppelt-markierte Zelle neben einer apoptotischen
Zelle (c).  
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(Abb. 31). Als Kontrolle dienten HEF, die vor der VSV-Infektion mit Überständen schein-








3.5.3.2. Induktion der Apoptose durch IFN-α 
 Die mittels Plaque-Reduktionstest nachgewiesene antivirale Aktivität der Überstände 
Cu-1-infizierter HEF-Kulturen kann durch IFN-α, IFN-β und auch IFN-γ bedingt sein. In 
weiteren Untersuchungen sollte geklärt werden, welches der Zytokine in der Induktion der 
Apoptose eine Rolle spielen könnte.  
 Um zu untersuchen, ob IFN-α in HEF Apoptose auslösen kann, wurden Kulturen von 
HEF zunächst mit rekombinantem "chicken" IFN-α (ChIFN-α; freundlicherweise von Prof. 
Dr. P. Staeheli, Universität Freiburg, zur Verfügung gestellt) behandelt. Das ChIFN-α wurde 
in einer Konzentration von 105 U/ml und in einem zweiten Versuchsansatz in einer 
Konzentration von 5 x 106 U/ml direkt in das Wachstumsmedium gegeben. Nach 24-stündiger 
Inkubation der Zellen mit dem IFN wurde Apoptose in den Zellkulturen durch FACS-
Analysen untersucht. Dabei war schon in der niedrigeren Konzentration ein um ca. 14 % 
erhöhter Anteil apoptotischer Zellen - im Vergleich zu den HEF-Kulturen, die nicht mit 
ChIFN-α behandelt worden waren - festzustellen. Nach Inkubation der Zellkulturen mit 5 x 
106 U/ml ChIFN-α waren ca. 27 % mehr apoptotische Zellen als in den unbehandelten 










1 2 3 4 5 6 7     (VSV) K      (-) K         Überstände Cu-1- infizierter HEF 
                             1:2        1:4          1:8          1:16       1:32 
5 x 107 
 
4 x 107 
 
3 x 107 
2 x 107 
 
1 x 107 
 








Abbildung 31: Ergebnisse des Plaque-Reduktionstests zum Nachweis von IFN. Plaque-Zahl nach
VSV-Infektion nicht vorbehandelter HEF [(VSV) K]; nach VSV-Infektion von HEF, die mit
Überständen schein-infizierter HEF behandelt wurden [(-) K] und nach VSV-Infektion von HEF, die mit
Überständen Cu-1-infizierter HEF behandelt wurden. Als IFN-Titer gilt der reziproke Wert der höchsten








Diese Ergebnisse zeigen, daß IFN-α in der Lage ist, Apoptose in Zellkultur auszulösen. 
Um jedoch die Rolle von IFN-α in der Apoptose-Induktion nach Infektion mit IBDV 
weiterhin zu charakterisieren, wurde den HEF-Kulturen ein neutralisierender mAk gegen 
ChIFN-α (anti-ChIFN-α-Antikörper, 1 mg/ml; freundlicherweise von Prof. Dr. B. Kaspers, 
Ludwig-Maximillian Universität München, zur Verfügung gestellt) zugegeben.  
In einem ersten Versuchsansatz wurden HEF-Kulturen mit Cu-1 infiziert und zu Beginn 
der Infektion anti-ChIFN-α-Antikörper in den Verdünnungen 1:50 und 1:100 zum 
Kulturmedium zugegeben. Die Virusvermehrung in den Zellkulturen wurde jeweils 24 h 
später mittels indirektem IFT untersucht und der Anteil apoptotischer Zellen im FACS 
analysiert. Dabei war keine Beeinflussung der viralen Replikation in HEF durch die Zugabe 
des anti-ChIFN-α-Antikörpers festzustellen (o. Abb.). Auch war kein Einfluß des 
neutralisierenden Antikörpers auf die Induktion der Apoptose nachzuweisen. Nach Infektion 
der Zellen mit Cu-1 ohne Zugabe von anti-ChIFN-α-Antikörper wurden 29 % apoptotische 
Zellen, nach Zugabe des Antikörpers 32 % (1:50) bzw. 33 % (1:100) apoptotische Zellen 
festgestellt (Abb. 33a-c). 
 In einem weiteren Experiment wurden die Kulturüberstände Cu-1-infizierter HEF, in 
denen IFN nachgewiesen werden konnten genutzt. Diese Überstände wurden vor einer 
erneuten Passage auf HEF mit anti-ChIFN-α-Antikörper für 60 min bei 38 °C inkubiert, um 
eine Neutralisation von IFN zu erreichen. Dies zeigte jedoch ebenfalls keinen nachweisbaren 










































          ohne ChIFN-α     105 U/ml            5 x 106 U/ml 
            ChIFN-α 
Abbildung 32: Induktion der Apoptose in HEF durch IFN-α. Apoptose in den HEF-Kulturen
wurde nach 24-stündiger Inkubation mit ChIFN-α durch Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks und
FACS-Analysen untersucht. Das Diagramm zeigt die Ergebnisse von 3 Experimenten mit
Standardabweichungen. 
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3.5.3.3. Induktion der Apoptose durch IFN-γ  
 Zur Abklärung der Rolle des IFN-γ in der Apoptose-Induktion wurde zunächst 
untersucht, ob dieses Zytokin nach IBDV-Infektion in HEF gebildet wird. IFN-γ gehört zu 
den sogenannten NO-induzierenden Faktoren, welche in der Lage sind, in Makrophagen die 
Synthese von NO zu stimulieren. Zellkulturüberstände Cu-1-infizierter HEF, in denen die 
Infektiösität des Virus inaktiviert worden war, wurden daher mit einer Hühner-Makrophagen-
Zell-Linie (HD-11) inkubiert und eine Produktion von NO anschließend im HD-11-Nitrit-
Assay (s. 2.2.15.) untersucht.  
 Die Inkubation mit den Zellkulturüberständen Cu-1-infizierter HEF führte in HD-11-
Makrophagen zu einer im Vergleich zur Inkubation mit Kulturüberständen schein-infizierter 
HEF geringgradig erhöhten Synthese von NO (Abb. 34A). Interessanterweise war jedoch 
festzustellen, daß nach Inkubation der HD-11-Makrophagen mit Überständen Cu-1-infizierter 
Zellen, in denen die Infektiösität von IBDV nicht inaktiviert worden war, die Makrophagen 
zu einer starken NO-Synthese durch Cu-1 angeregt wurden (Abb. 34B). 
 
Abbildung 33: Apoptose nach Zugabe von anti-ChIFN-α-Antikörper. Anteil apoptotischer Zellen
24 h nach Infektion mit Cu-1 ohne Zugabe von anti-ChIFN-α-Antikörper (a) und nach Zugabe des
Antikörpers in einer Verdünnung von 1:50 (b) und 1:100 (c). Apoptose nach erneuter Passage der
Zellkulturüberstände auf HEF ohne Zugabe (d) und nach Zugabe (e) von anti-ChIFN-α-Antikörper in

































 Damit wurde zunächst gezeigt, daß nach Infektion mit Cu-1 in der HEF-Kultur NO-
induzierende Faktoren, wenn auch in geringen Konzentrationen, vorhanden sind. Um weiter 
zu untersuchen, ob dabei IFN-γ eine Rolle spielen könnte, wurden die HEF-Kulturen zu 
Beginn der Infektion mit Cu-1 mit einem neutralisierenden mAk gegen ChIFN-γ (anti-ChIFN-
γ-Antikörper, freundlicherweise von Dr. T.P. van den Berg, Veterinary and Agrochemical 
Research Center, Brüssel, Belgien, zur Verfügung gestellt) behandelt. Der mAk wurde in den 
Verdünnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 direkt in das Kulturmedium gegeben. In einem 
zweiten Versuchsansatz wurden ebenfalls die Zellkulturüberstände, in denen IFN mittels 
Plaque-Reduktionstest nachgewiesen worden waren, mit dem mAk (verdünnt 1:100) für 60 
min bei 38 °C inkubiert und die Überstände anschließend wieder auf sekundäre Kulturen von 
HEF passagiert. Als Negativkontrolle dienten schein-infizierte Zellen bzw. Überstände 
schein-infizierter Zellen, die ebenso behandelt wurden. In allen Cu-1-infizierten HEF-
Kulturen, mit und ohne Zugabe von anti-ChIFN-γ-Antikörper, war ein deutlicher, gleich 
starker CPE festzustellen. Die Analyse der Zellen im FACS und Ermittlung der Rate 
apoptotischer Zellen zeigte, daß die Zugabe des anti-ChIFN-γ-Antikörpers zu Beginn der 
Infektion mit Cu-1 bzw. zu den Zellkulturüberständen vor deren weiteren Passage keinen 
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Abbildung 34: Nachweis der Synthese von NO in HD-11-Makrophagen. Zellkulturüberstände Cu-1-
infizierter HEF, in denen die Infektiösität von IBDV inaktiviert worden war, stimulierten eine
geringgradige Synthese von NO in HD-11-Zellen (A). Überstände, in denen das Virus nicht inaktiviert
worden war, regten die Makrophagen zu einer starken NO-Synthese an (B). Als Positivkontrolle
wurden die HD-11 mit rekombinantem ChIFN-γ [(+) K], als Negativkontrolle mit den Überständen
schein-infizierter HEF inkubiert [(-) K]. 
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Zellen wie nach Infektion mit Cu-1 bzw. nach Passage infektiöser Überstände ohne Zugabe 






3.5.3.4. Apoptose-Induktion durch Zellkulturüberstände infizierter HEF  
 Der Nachweis von IFN in den Kulturüberständen infizierter HEF ließ auch die Frage 
aufkommen, ob diese Faktoren allein in der Lage sind, in HEF Apoptose auszulösen. 
 Die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen zeigten, daß UV-inaktivierte 
Viruspartikel von IBDV keine Apoptose in Zellkultur auslösen konnten (s. Abb. 28b). Ebenso 
war nach Inkubation von HEF mit CsCl-gereinigten Viruspartikeln, die mit dem mAk B1 
neutralisiert worden waren, keine Apoptose in HEF zu beobachten (Abb. 36b). 
Abbildung 35: Apoptose und IFN-γ. Apoptotische Zellen 24 h p.i. ohne Zugabe von anti-ChIFN-γ-
Antikörper (a), nach Zugabe des Antikörpers in einer Verdünnung von 1:10 (b), 1:100 (c) und 1:1000
(d). Apoptose nach Passage von Zellkulturüberständen ohne (e) und nach Inkubation mit dem
Antikörper 1:100 (f). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde durch Ermittlung des sub- G0/G1 DNA






























 Um die Induktion von Apoptose durch Faktoren in den Überständen infizierter Kulturen 
zu untersuchen, wurde die Infektiösität von Cu-1 in den Kulturüberständen gleichfalls durch 
UV-Licht inaktiviert bzw. durch Inkubation mit dem mAk B1 neutralisiert. Nach Passage der 
Zellkulturüberstände war im indirekten IFT keine Virusvermehrung in HEF mehr 
nachweisbar; ein CPE in der Zellkultur bestand nicht. Der Anteil apoptotischer Zellen in den 
HEF-Kulturen wurde 24 h p.i. durch Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-
Analysen ermittelt. Dabei war kein deutlicher Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen im 
Vergleich zu den Kulturen von HEF, die mit Überständen schein-infizierter Zellen inkubiert 
worden waren, festzustellen (Abb. 37b und c). Die Passage von Kulturüberständen, in denen 
das Virus nicht inaktiviert worden war, resultierte dagegen in einem deutlichen Anstieg der 
Rate apoptotischer Zellen um ca. 18 % im Vergleich zur Negativkontrolle (Abb. 37a).  
Abbildung 36: Apoptose nach Neutralisation der Infektiösität von Cu-1. Der Anteil apoptotischer 
Zellen wurde 24 h nach Infektion mit (a) unbehandelten und (b) durch Inkubation mit dem mAk B1 
neutralisierten Viruspartikeln durch Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analyse 
































3.5.4. Induktion von Apoptose durch IBDV-spezifische Proteine  
 
3.5.4.1. Induktion von Apoptose durch VP2  
 Ein weiterer Bestandteil der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle viraler 
Proteine in der Apoptose nach Infektion mit IBDV. Die Induktion apoptotischer Prozesse 
nach Expression des Kapsidproteins VP2 wurde in verschiedenen Säugetierzell-Linie gezeigt 
(FERNANDEZ-ARIAS et al., 1997); seine Bedeutung für die Apoptose im homologen 
Wirtssystem ist jedoch nicht geklärt. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein 
Plasmid mit der kodierenden Sequenz für das VP2 des Serotyp 1-Stammes Cu-1 hergestellt 
und apoptotische Prozesse nach Transfektion des Plasmid und Expression von VP2 in HEF 
untersucht. 
 
 Herstellung des Plasmids pVP2Cu-1 und Expression von VP2Cu-1 in HEF 
 Zur Expression des VP2 von Cu-1 in HEF wurde der Vektor pAM500 
(freundlicherweise von Prof. Dr. Dr. G. Hobom, Gießen, zur Verfügung gestellt) verwendet. 
Mit Hilfe der Primer HN23 und VP2R-HindIII wurde eine PCR unter Verwendung des 
Plasmids pUC18Cu-1A (s. 2.2.16.1.) durchgeführt. Das PCR-Produkt mit einer Länge von 
1100 bp wurde mit HindIII geschnitten und in die HindIII-Schnittstelle des Vektors pAM500 
kloniert. Eine Analyse der Klone mit BsmI zeigte, daß die kodierende Sequenz für VP2 in der 
Abbildung 37: Apoptose nach Passage von Zellkulturüberständen Cu-1-infizierter HEF. Der Anteil
apoptotischer Zellen wurde 24 h p.i. durch Ermittlung des sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analysen
bestimmt. (a) Passage von unbehandelten Kulturüberständen (b) Passage von Überständen, in denen die
Infektiösität des Virus durch UV-Licht inaktiviert bzw. (c) durch Inkubation mit dem mAk B1 neutralisiert













































 Sekundäre Kulturen von HEF, die zu max. 80 % konfluent waren, wurden mit dem 
Plasmid pVP2Cu-1 transfiziert. Dabei wurden 5µg bzw. 20µg Plasmid-DNA eingesetzt. Für 
den Nachweis des exprimierten Proteins wurde 12 h, 24 h und 36 h nach der Transfektion ein 
indirekter IFT durchgeführt. VP2 war 12 h nach Transfektion in ca. 3 % der Zellen 
nachzuweisen. Die höchste Expressionsrate war nach 24 h festzustellen: ca. 6 % bis 10 % der 
Zellen exprimierten das Protein zu diesem Zeitpunkt (Abb. 39). Durch den Einsatz von 20 µg 
Plasmid-DNA war keine höhere Anzahl VP2-exprimierender Zellen im Vergleich zum 






Abbildung 38: Schema des Expressionsplasmids pVP2Cu-1. VP2 wurde über HindIII in den Vektor
pAM500 einkloniert.  
            (A)                                                   (B)                                                (C) 
Abbildung  39: Expression von VP2Cu-1 in HEF-Kulturen. Nachweis VP2-exprimierender Zellen 
im indirekten IFT unter Verwendung des gegen VP2 von Cu-1 gerichteten mAk B1 (1:100 


















Induktion von Apoptose in HEF nach Expression von VP2Cu-1 
 Die Kulturen von HEF wurden 12 h, 24 h und 36 h nach Transfektion auf Anzeichen 
von Apoptose mittels TUNEL-Assay untersucht. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die nur 
mit dem Vektor pAM500 transfiziert worden waren. Zu allen untersuchten Zeitpunkten waren 
apoptotische Zellen in den transfizierten Zellkulturen nachzuweisen, die nach dem Einsatz 
von 20 µg DNA noch etwas verstärkt zu beobachten waren. Jedoch war kein Unterschied in 
der Anzahl apoptotischer Zellen zwischen pVP2Cu-1-transfizierten und pAM500-transfizierten 
Zellen festzustellen (o. Abb.). 
 
3.5.4.2. Induktion von Apoptose durch VP5 
 Die Funktion des IBDV-Proteins VP5 ist nicht bekannt. Zur Untersuchung seiner 
Bedeutung für die Apoptose stand eine Deletionsmutante des IBDV-Stammes D78 zur 
Verfügung, in welcher das VP5 deletiert worden war. Die Induktion apoptotischer Prozesse in 
HEF durch beide Viren konnte somit untersucht und verglichen werden. Da es sich bei dem 
Stamm D78 um einen attenuierten Serotyp 1-Stamm handelt, wurden in diese 
Untersuchungen gleichzeitig Cu-1-infizierte Zellen mit einbezogen. 
 Sekundäre Kulturen von HEF wurden mit der Deletionsmutante D78/VP5minus bzw. mit 
dessen Elternstamm D78 mit einer MOI von 1 infiziert. Im indirekten IFT mit einem 
polyklonalen Kaninchenserum und dem mAk DIE-7 gegen VP5 konnte bestätigt werden, daß 









 Zunächst wurde eine Verlaufsuntersuchung der Vermehrung beider Virusstämme in 
HEF durchgeführt. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde jeweils ein indirekter 
IFT und ein Plaquetest mit den Zellkulturüberständen der infizierten HEF-Kulturen 
durchgeführt. Beide Virusstämme vermehrten sich sehr gut in HEF (Abb. 41). Die 
Wachstumskurve (Abb. 42) zeigt außerdem, daß nach Infektion mit der Deletionsmutante 
anfangs sogar höhere Virustiter (angegeben als log10 PBE/ml) im Überstand nachzuweisen 
waren. Die Virustiter 24 h und 48 h p.i. waren nach Infektion mit beiden Stämmen annähernd 
gleich. Der Vergleich der Vermehrung von D78 mit Cu-1 in HEF zeigte, daß Cu-1 sich 
schneller vermehrte und höhere Titer im Überstand als nach Infektion mit D78 vorlagen. 
Abbildung 40: Nachweis von D78 und D78/VP5minus in HEF. Im indirekten IFT mit dem
polyklonalen anti-IBDV-Serum B54 war nach Infektion mit (A) D78 und (B) D78/VP5minus eine
positive Fluoreszenz zu beobachten. Der IFT mit dem mAk DIE-7 und dem polyklonalen Serum
gegen VP5 zeigte eine positive Reaktion nur in D78-infizierten Kulturen (A), jedoch nicht nach
Infektion mit D78/VP5minus (B). 




















 Die Untersuchung der HEF auf Anzeichen von Apoptose nach Infektion mit den beiden 
Virusstämmen von IBDV wurde zunächst durch den Nachweis der DNA-Fragmentierung im 
Agarose-Gel durchgeführt. Dabei zeigte sich, daß beide Stämme in der Lage waren, Apoptose 
in HEF auszulösen. Nach Infektion mit D78 wie auch nach Infektion mit der 
Abbildung 42: Wachstumskurve von D78, D78/VP5minus und Cu-1 in HEF. Die Virustiter im
Überstand zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurden mittels Plaque-Tests bestimmt. 













Abbildung 41: Vermehrung von D78 (A) und D78/VP5minus (B) in HEF. Der Virusnachweis wurde zu
den angegebenen Zeitpunkten mittels indirektem IFT unter Verwendung des polyklonalen anti-IBDV-



















Deletionsmutante war erstmals 16 h p.i. eine "DNA-Leiter" nachzuweisen, die in den 









 Die Analyse der HEF-Kulturen im FACS ergab, daß in den D78- und D78/VP5minus –
infizierten Kulturen 16 h p.i. ein geringgradig erhöhter Anteil apoptotischer Zellen (ca. 22 %) 
im Vergleich zu schein-infizierten Zellen (ca. 17 %) nachzuweisen war. Anfangs zeigten die 
Kulturen, die mit D78/VP5minus infiziert worden waren, sogar eine höhere Rate apoptotischer 
Zellen (ca. 30 %) als D78-infizierte HEF-Kulturen (ca. 25 %). Zu späteren Zeitpunkten, 36 h 
und 48 h p.i., war in beiden Fällen ein annähernd gleicher Prozentsatz apoptotischer Zellen 
nachzuweisen (ca. 38 %; Abb. 44). Die Infektion der HEF mit Cu-1 führte zu einem massiven 
Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen in der Kultur, der weit über dem in D78- und 
D78/VP5minus-infizierten Kulturen festgestellten Prozentsatz lag. 
Abbildung 43: Nachweis der DNA-Fragmentierung nach Infektion von HEF mit D78 und
D78/VP5minus. Die zelluläre DNA der schein-infizierten Zellen wurde 36 h (1), die DNA der infizierten
Zellen 8 h (2), 12 h (3), 24 h (4) und 36 h (5) nach der Infektion extrahiert und im Agarose-Gel
analysiert. Spur M: λ HaeIII-Marker. 
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3.6. Induktion der Apoptose nach Infektion von HEF mit reassortanten Viren  
 Ein weiterer Ansatzpunkt zur Charakterisierung der Apoptose nach IBDV-Infektion war 
die Untersuchung von Apoptose nach Infektion mit reassortanten Viren von IBDV. Dabei 
interessierte vor allem die Frage, ob einem der beiden Genomsegmente eine Rolle in der 
Induktion der Apoptose zugeschrieben werden kann. 
 Die beiden möglichen reassortanten Viren von IBDV, in denen die Genomsegmente A 
und B zwischen dem Serotyp 1 und dem Serotyp 2 ausgetauscht worden waren, wurden von 
Frau Kati Zierenberg (Institut für Virologie, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität 
Leipzig) mittels reverser Genetik hergestellt und freundlicherweise für die weiteren Versuche 
zur Verfügung gestellt. Cu-1A-23/82B besitzt die Strukturproteine des Serotyp 1 Stammes-
Cu-1 und die virale Polymerase des Serotyp 2-Stammes 23/82; in 23/82A-Cu-1B sind die 
Strukturproteine des Serotyp 2-Stammes mit der viralen Polymerase des Serotyp 1-Stammes 
kombiniert.  
 
3.6.1. Vermehrung von Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B 
 In HEF-Kulturen waren nach Infektion mit den beiden Reassortanten niedrigere 
Virustiter zu erreichen als nach Infektion mit den beiden Elternviren Cu-1 und 23/82 (laut 
persönlicher Mitteilung von Frau K. Zierenberg, Tab. 10). Auf dieser Grundlage wurde die 































































Abbildung 44: Quantifizierung apoptotischer Zellen in HEF nach Infektion mit D78, D78/VP5minus
und Cu-1.  Der Anteil apoptotischer Zellen wurde nach verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des
sub-G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analyse ermittelt. Die Abbildung zeigt die Mittelwerte von fünf
Experimenten mit Standardabweichungen. 
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Die Ergebnisse wurden anschließend mit den Ergebnissen der Apoptose-Untersuchungen 






 Im IFT mit Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B war ebenfalls eine geringere 
Vermehrungsrate im Vergleich zu den Elternviren festzustellen. Nach Infektion mit beiden 
reassortanten Viren waren jeweils 8 h p.i. erstmalig Virusantigen-exprimierende Zellen zu 
beobachten; ca. 2 % bis 3 % der Zellen enthielten zu diesem Zeitpunkt virale Antigene. In der  
weiteren Verlaufsuntersuchung war zu erkennen, daß Cu-1A-23/82B sich nur geringgradig 
schneller vermehrte. Ca. 6 % der Zellen exprimierten Virusantigene 16 h nach Infektion mit 
dieser Reassortante, während in ca. 4 % bis max. 5 % der Zellen virale Antigene nach 
Infektion mit 23/82A-Cu-1B zu finden waren. Erst 72 h p.i. waren in ca. 18 % bis 20 % der 
Zellen Virusantigene nachzuweisen (Abb. 45, Tab. 12). 
 
          Virus                     PBE/ml 
  Cu-1   1,2 x 107 
  23/82      3,3 x 106 
    Cu-1A-23/82B 2,9 x 106 
    23/82A-Cu-1B 3,8 x 105 
Tabelle 10: Vergleich der Infektiösität der Elternviren Cu-1 und 23/82 mit den beiden
reassortanten Viren.  Die Infektiösität wurde mittels Plaque-Tests ermittelt (laut persönlicher








3.6.2. Induktion von Apoptose durch Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B 
 Nach Infektion mit Cu-1A-23/82B wie auch mit 23/82A-Cu-1B war eine DNA-
Fragmentierung ab 24 h p.i. nachzuweisen, wobei die "DNA-Leiter" in Cu-1A-23/82B-




















Abbildung 45: Vermehrung reassortanter Viren von IBDV in HEF. Der Virusnachweis wurde
mittels indirektem IFT unter Verwendung des polyklonalen anti-IBDV-Serums B54 geführt. (A) Cu-
1A-23/82B (B) 23/82A-Cu-1B. 
 
Abbildung 46: Nachweis der DNA-Fragmentierung nach Infektion von HEF mit reassortanten
Viren. Die zelluläre DNA schein-infizierter Zellen wurde 36 h (1), DNA infizierter Zellen 12 h (2),
24 h (3) und 48 h (4) p.i. extrahiert und im Agarose-Gel analysiert. Spur M: λ HaeIII-Marker. 
               Cu-1A-23/82B                                         23/82A-Cu-1B 
    1          M          2         3         4                                        1         M         2         3          4  
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 Mit Hilfe von FACS-Analysen wurde der Anteil apoptotischer Zellen in den Kulturen 
ermittelt. Eine Erhöhung der Rate apoptotischer Zellen gegenüber der Negativkontrolle war 
nur nach Infektion mit Cu-1A-23/82B festzustellen (Tab. 11). Dabei waren 48 h p.i. lediglich 
ca. 4 % mehr apoptotische Zellen als in schein-infizierten Kulturen zu finden. Die Rate 
apoptotischer Zellen erhöhte sich erst 72 h nach Infektion mit Cu-1A-23/82B auf 43 % bis    
47 %; dies entspricht ca. 25 % mehr apoptotische Zellen als in der Kontrolle. Nach 
Infektionen mit 23/82A-Cu-1B dagegen war auch 72 h p.i. nur ein geringer Anstieg des 
Anteils apoptotischer Zellen um ca. 5 % im Vergleich zu schein-infizierten Zellen 
















 Ein Vergleich des Anteils apoptotischer Zellen nach Infektion mit den beiden 
reassortanten Viren und ihren Elternviren ist in Tabelle 13 dargestellt. Eine Induktion von 
Apoptose war nach Infektion mit Cu-1A-23/82B später als nach Infektion mit Cu-1 und 23/82 
zu beobachten. Die Ergebnisse zeigen aber auch, daß sich die Reassortante in HEF langsamer 
vermehrte (Tab. 12). Der Anteil apoptotischer Zellen nach Infektion mit Cu-1A-23/82B ist 
jedoch zu einem Zeitpunkt, zu dem jeweils eine annähernd gleiche Anzahl Virusantigen-
exprimierender Zellen in HEF auftraten (24 h nach Infektion mit Cu-1 und 23/82 und 72 h 
nach Infektion mit Cu-1A-23/82B), mit der Induktion von Apoptose durch beide Elternviren 
vergleichbar. Andererseits war nach Infektion mit 23/82A-Cu-1B auch zu diesem Zeitpunkt 
Zeit p.i. (h) 
Anteil apoptotischer Zellen (%) 
       schein-infiziert                  Cu-1A-23/82B              23/82A-Cu-1B 
8 14,3 ± 1,6 14,8 ± 3,4 12,1 ± 3,5 
16 17,3 ± 3,9 21,0 ± 4,0 11,2 ± 1,4 
24 23,6 ± 8,4 28,2 ± 5,5 25,3 ± 6,1 
36 20,2 ± 5,1 22,6 ± 5,7 21,4 ±2,2 
48 21,6 ± 5,4 25,8 ± 3,8 16,0 ± 1,3 
72 17,6 ± 6,2 40,9 ± 4,0 23,3 ± 7,0 
Tabelle 11: Quantifizierung apoptotischer Zellen in HEF nach Infektion mit reassortanten Viren.
Der Anteil apoptotischer Zellen wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten durch Ermittlung des sub-
G0/G1 DNA Peaks und FACS-Analyse ermittelt. Die Tabelle zeigt die Mittelwerte von drei
Experimenten mit Standardabweichungen. 
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nur ein geringe Rate apoptotischer Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle festzustellen, 







































      Zeit p.i.                      Anteil von Zellen (%) mit viralen Antigenen  nach Infektion 
                   mit 
           (h)                          Cu-1        23/82            Cu-1A-23/82B             23/82A-Cu-1B 
 
  8 7 5 3 3  
 16 16 10 6 4  
 24 25 20 12 10 
 48  - a -  16 15  
 72  -  - 20 18 
Tabelle 12: Vermehrung von Cu-1, 23/82 und der reassortanten Viren in HEF. Anzahl
Virusantigen-exprimierender Zellen wurde im Fluoreszenzmikroskop nach Durchführung eines
indirekten IFT mit dem polyklonalen IBDV-Serum B54 bestimmt. Die dick markierten Zahlen heben
den Zeitpunkt hervor, in dem annähernd eine gleiche Anzahl Virusantigen-exprimierende Zellen
festgestellt wurden.  
(a) In Cu-1 und 23/82-infizierten Zellen war 48 h und 72 h p.i. eine Auszählung Virusantigen-
exprimierender Zellen aufgrund des starken CPE in der Zellkultur nicht mehr möglich. 
  Zeit p.i.                                                  Anteil apoptotischer Zellen  (%)  
      (h)        schein-infiziert           Cu-1                    23/82             Cu-1A-23/82B        23/82A-Cu-1B 
 
8 14,3 ±  1,6   13,0 ± 4,1 15,0 ± 1,5 14,8 ± 3,4 12,1 ± 3,5 
16 17,3 ± 3,9 18,5 ±4,6 24,2 ± 4,2 21,0 ± 4,0 11,2 ± 1,4 
24 23,6 ± 8,4 35,6 ± 4,3 33,1 ± 10,2 28,2 ± 5,5 25,3 ± 6,1 
36 20,2 ± 5,1 45,2 ± 3,9 32,6 ± 6,5 22,6 ± 5,7 21,4 ± 2,2 
48 21,6 ± 5,4 64,5 ± 4,9 39,8 ± 9,7 25,8 ± 3,8 16,0 ± 1,3 
72 17,6 ± 6,2 -a - 40,9 ± 4,0 23,3 ± 7,0 
 
Tabelle 13: Apoptose in HEF-Kulturen nach Infektion mit Cu-1, 23/82 und den reassortanten
Viren. Die dick markierten Zahlen heben den Anteil apoptotischer Zellen zu einem Zeitpunkt hervor, zu
dem jeweils eine annähernd gleiche Anzahl Virusantigen-exprimierender Zellen im IFT festgestellt wurde
(vgl. Tab. 12). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde im FACS ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte
von drei Experimenten mit Standardabweichungen. 
(a) In Cu-1- und 23/82-infizierten Zellen war 72 h p.i. aufgrund der massiven Zerstörung des Zellrasen




4.1. In vitro-Untersuchungen 
 Um apoptotische Prozesse nach IBDV-Infektion zu charakterisieren und Einblicke in 
den zugrunde liegenden Mechanismus zu erhalten, wurden in der vorliegenden Arbeit 
zunächst in vitro-Untersuchungen durchgeführt. Der Serotyp 1-Stamm Cu-1 war dafür sehr 
gut geeignet, da dieser – im Gegensatz zu der überwiegenden Mehrzahl anderer IBDV-
Stämme - zytopathogene Effekte in der Zellkultur hervorruft und trotz Adaptation an 
Zellkultur immer noch sehr pathogen für das Huhn ist (LANGE et al., 1987; MÜLLER et al., 
1991). So sollte eine direkte Vergleichbarkeit der in vitro-Ergebnisse mit den Befunden der 
sich anschließenden in vivo-Untersuchungen möglich sein.  
 Die zellkulturadaptierten Stämmen von IBDV, zu denen Cu-1 gehört, vermehren sich 
auch in einer Vielzahl von Säugetierzell-Linien. Da Erkrankungen jedoch nur beim Huhn 
auftreten, wurden Untersuchungen apoptotischer Prozesse nach IBDV-Infektion und 
möglicher Signalwege der Induktion auf das homologe Wirtssystem beschränkt. Wie in der 
Einleitung beschrieben, stellen Bursalymphozyten die idealen Zielzellen für IBDV dar. Die 
Isolierung von B-Zellen aus der BF resultiert jedoch in einer relativ schnellen, endogen 
aktivierten Apoptose (COMPTON u. WALDRIP, 1998), die die Untersuchung auf 
apoptotische Veränderungen nach IBDV-Infektion stark beeinträchtigen würde. Aus diesem 
Grund und da der uns zur Verfügung stehende Stamm Cu-1 eine gute Vermehrung in 
primären Zellkulturen zeigt, wurde zunächst mit HEF-Kulturen ein Modell zur Untersuchung 
der Apoptose nach IBDV-Infektion geschaffen.  
 
 Da für den Nachweis von Apoptose unterschiedliche Methoden beschrieben sind, 
wurden in ersten Untersuchungen geeignete Verfahren etabliert, um einerseits apoptotische 
Prozesse in der Zellkultur nachzuweisen und, in einem zweiten Schwerpunkt, auch auf 
Einzelzell-Ebene zu untersuchen. Die Ergebnisse zusammenfassend, zeigten alle verwendeten 
Methoden die Induktion von Apoptose durch Cu-1 in der Zellkultur. 
 Im Agarose-Gel konnte nach Infektion mit Cu-1 die während des apoptotischen 
Zelltodes eintretende Fragmentierung der zellulären DNA in Form einer "DNA-Leiter" 
nachgewiesen werden. In schein-infizierten Kulturen war diese dagegen nicht zu beobachten 
(s. Abb. 6, S. 34). Apoptotische Prozesse nach IBDV-Infektion wurden mit Hilfe des 
TUNEL-Assays, mit welchem ebenfalls DNA-Fragmente nachgewiesen werden, bestätigt: 
 82 
während in schein-infizierten Kulturen lediglich vereinzelt TUNEL-positive Zellen zu 
beobachten waren, nahm die Anzahl apoptotischer Zellen in der Cu-1-infizierten Kultur stetig 
zu. Auch zeigten Analysen der Zellkulturen mittels Durchflußzytometrie, daß in Cu-1-
infizierten Kulturen mit zunehmender Infektionsdauer ein massiver Anstieg des Anteils 
apoptotischer Zellen eintritt.  
 Während jedoch eine Fragmentierung der DNA erst in fortgeschrittenen Stadien der 
Apoptose eintritt, ist ein sehr frühes Ereignis die Verlagerung von Phosphatidylserin an die 
Außenseite der Zellmembran (MARTIN et al., 1995). Dieses wird von Makrophagen erkannt 
und spielt somit eine Rolle für die Phagozytose apoptotischer Zellen (FADOK et al., 1992). 
Mit Hilfe von Annexin V, welches spezifisch an Phosphatidylserin bindet (VAN HEERDE et 
al., 1995), war es deshalb möglich, frühe Stadien der Apoptose nachzuweisen. So konnte 
gezeigt werden, daß erstmals vermehrt apoptotische Zellen im Vergleich zur Kontrolle schon 
ca. 6 h nach Infektion mit Cu-1 zu beobachten sind, kurz nach dem Auftreten erster viraler 
Antigene  4 h p.i.. 
 Die Untersuchung der HEF-Kulturen auf Einzelzell-Ebene mittels TUNEL-Assay und 
Annexin V als auch die FACS-Analysen ergaben, daß in schein-infizierten Kulturen ebenfalls 
Apoptose auftritt. Dieser geringe Anteil apoptotischer Zellen kann jedoch als physiologischer 
Zellumsatz in einer primären Zellkultur angesehen werden. Eine "DNA-Leiter" dagegen war 
in schein-infizierten HEF-Kulturen auch spät nach Infektion nicht zu beobachten. Dies kann 
damit erklärt werden, daß die DNA-Fragmentierung im Agarose-Gel erst nachweisbar ist, 
wenn mehr als 20 % der Zellen apoptotisch sind. Die Agarose-Gel-Elektrophorese kann daher 
als eine einfache, aber weniger sensitive Methode zum Nachweis von Apoptose angesehen 
werden. 
 Für die Beurteilung der Ergebnisse mußte auch beachtet werden, daß es während 
nekrotischer Prozesse ebenfalls zu einer Degradierung der DNA kommt. Jedoch treten dabei 
DNA-Fragmente verschiedener Längen auf. Die charakteristische "DNA-Leiter" dagegen, wie 
sie auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte, entsteht nur während 
apoptotischer Prozesse, da die zelluläre DNA zwischen den Histonen gespalten wird. Im 
TUNEL-Assay können nekrotische Zellen ebenfalls positiv erscheinen. Daher ist dieser Test 
nur dann für den Nachweis von Apoptose geeignet, wenn zusätzlich die Morphologie 
TUNEL-positiver Zellen beurteilt wird (GRASL-KRAUPP, 1995; MANGILI, 1995). Hier 
wiesen die im Fluoreszenzmikroskop beobachteten TUNEL-positiven Zellen für Apoptose 
typische Merkmale auf: es waren kleine und schmale Zellen aufgrund der Schrumpfung des 
Zytoplasmas zu beobachten. Nekrotische Zellen dagegen stellen sich groß und blasig dar. 
 83 
Auch die Analyse der Zellen im FACS zeigte, daß mit zunehmender Infektionsdauer die 
Zellen der infizierten HEF-Kultur eher durch eine geringere Größe im Vergleich zu Zellen der 
schein-infizierten Kultur gekennzeichnet waren (s. Abb. 11, S. 40). Doppelfärbungen mit 
Annexin V und Propidiumjodid bestätigten ebenfalls, daß nach Infektion mit Cu-1 
nekrotische Prozesse weitestgehend ausgeschlossen werden können: Da während der 
Apoptose die Integrität der Zellmembran erhalten bleibt, nehmen diese Zellen – im Gegensatz 
zu nekrotischen Zellen - kein Propidiumjodid auf. Nekrotische Zellen besitzen jedoch eine 
geschädigte Zellmembran, so daß diese Zellen durch die Bindung von Propidiumjodid an 
DNA durch einen rot fluoreszierenden Zellkern auffallen (s. Abb. 3, S. 25). Werden 
apoptotische Zellen jedoch nicht phagozytiert und abgebaut, verlieren diese in späten Stadien 
der Apoptose ebenfalls ihre Membranintegrität und werden als "spätapoptotische" oder 
sekundär nekrotische Zellen bezeichnet (VAN ENGELAND et al., 1996). Zu Beginn der 
Infektion mit IBDV traten nur Annexin-positive Zellen auf. Die erst spät nach der Infektion 
beobachteten Zellen, die zusätzlich Propidiumjodid in den Zellkern aufgenommen hatten, 
können daher als sekundär nekrotische Zellen angesprochen werden. Ihr Auftreten in HEF-
Kultur ist zu erwarten, da keine phagozytierenden Zellen zum Abbau apoptotischer Zellen 
vorhanden sind.  
 
 In weiterführenden Studien sollte die Untersuchung apoptotischer Prozesse nach 
Infektion mit Virusstämmen unterschiedlicher Virulenz helfen, zum Verständnis der durch 
IBDV ausgelösten Erkrankung beizutragen. Auch lagen bisher keine Erkenntnisse über die  
Induktion von Apoptose durch apathogene Serotyp 2-Stämme vor. In der vorliegenden Arbeit 
wurde gezeigt, daß der attenuierte Serotyp 1-Stamm Cu-1M wie auch der Serotyp 2-Stamm 
23/82 grundsätzlich in der Lage waren, Apoptose zu induzieren. Jedoch war nach der 
Infektion von HEF mit Cu-1M der Eintritt der Apoptose - im Vergleich zur Infektion mit dem 
Elternvirus Cu-1 - verspätet zu beobachten. Auch lag die Rate apoptotischer Zellen weit unter 
dem Anteil, welcher nach Infektion mit Cu-1 festgestellt worden war (s. Abb. 16, S. 46). Es 
ist bekannt, daß dieses Virus sich langsamer vermehrt. Auch in den hier durchgeführten 
Untersuchungen zeigte Cu-1M eine niedrige Vermehrungsrate in HEF-Kulturen. So traten im 
Vergleich zum Elternvirus Cu-1 zu einem vergleichbaren Zeitpunkt ca. 10 % bis 15 % 
weniger Antigen-exprimierende Zellen auf. Höchstwahrscheinlich in Korrelation dazu steht 
die verminderte Apoptose-Rate. So kann als eine mögliche Ursache für die Attenuierung von 
Cu-1M eine verminderte Induktion von Apoptose infolge der geringeren Vermehrungsrate des 
Virus verantwortlich gemacht werden. Dafür spricht auch, daß von den vier im gesamten 
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Genom nachgewiesenen Aminosäureaustauschen gegenüber Cu-1 drei im Bereich der RNA-
abhängigen RNA-Polymerase (VP1) liegen. Eine dadurch bedingte Beeinträchtigung der 
Leistungsfähigkeit der viralen Polymerase von Cu-1M, die zu einer verminderten 
Vermehrungsrate führt, wurde schon als ein Grund für den Virulenzverlust diskutiert 
(BERNSTEIN, 1994). 
 Für den Serotyp 2-Stamm 23/82 ist eine sehr gute Vermehrung in vitro in Fibroblasten 
bekannt, die mit der Repliaktion von Cu-1 vergleichbar ist (MÜLLER, 1987). Auch in der 
vorliegenden Arbeit war eine vergleichbare Vermehrungsrate beider Stämme in HEF zu 
beobachten; lediglich die Anzahl 23/82-infizierter Zellen war in späteren Stadien der 
Infektion etwas niedriger als bei Cu-1. Apoptose war nach Infektion mit dem Serotyp 2-
Stamm jedoch erst 12 h später als in Cu-1-infizierten HEF-Kulturen zu beobachten. Auch 
waren 48 h p.i. ca. 20 % bis 30 % weniger apoptotische Zellen als nach Infektion mit Cu-1 
festzustellen. Die Induktion von Apoptose durch 23/82 ist somit eher mit dem sich – im 
Vergleich zu Cu-1 - viel langsamer vermehrenden Stamm Cu-1M vergleichbar (s. Abb. 16, S. 
46). Es kann deshalb vermutet werden, daß apathogene Serotyp 2-Stämme ein geringeres 
Apoptose-induzierendes Potential besitzen als Serotyp 1-Stämme, das nicht allein durch die 
Vermehrungsgeschwindigkeit erklärt werden kann. Zwar sind auch 10 Aminosäureaustausche 
bei 23/82 gegenüber Cu-1 im Bereich des VP1 nachgewiesen, von denen 2 identisch mit den 
Austauschen bei Cu-1M sind (BERNSTEIN 1994). Im Segment A jedoch, welches für die 
Strukturproteine kodiert, sind 65 Aminosäureaustausche im Vergleich zu Cu-1 gezeigt 
(BERNSTEIN, 1994). Hinzu kommen zahlreiche Austausche im Bereich des VP5 (MUNDT, 
1995). Daher läßt sich vermuten, daß vor allem Unterschiede in den viralen Strukturproteinen 
(Konformation, Funktion ?) zwischen den Serotypen für die verminderte Apoptoserate und 
damit für den Virulenzverlust von Bedeutung sind.  
 
4.2. In vivo-Untersuchungen 
 Um weiterhin zu klären, ob Apoptose nun tatsächlich in der Pathogenese der IBD eine 
Rolle spielt, war es wichtig, Untersuchungen in vivo, in den Zielzellen von IBDV, 
durchzuführen. Die Infektion empfänglicher Hühner mit IBDV-Stämmen unterschiedlicher 
Virulenz und der Nachweis apoptotischer Prozesse in den lymphatischen Organen ergab dabei 
ein den in vitro-Ergebnissen ähnliches Bild. 
 Nach der Infektion empfänglicher Hühner mit den beiden Serotyp 1-Stämmen Cu-1 und 
Cu-1M waren Läsionen in der BF festzustellen. Mit Hilfe des TUNEL-Assays wurde gezeigt, 
daß der Verlust der Zellen in der BF durch Apoptose bedingt ist. Auch hier war es wichtig, 
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nekrotische Prozesse auszuschließen. So waren in elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen deutlich Zellen mit apoptotischen Merkmalen nachzuweisen. Erst spät nach 
der Infektion waren auch nekrotische Zellen – vor allem in der Cu-1 infizierten BF - zu 
beobachten (s. Abb. 25, S. 57). Dies läßt wiederum auf sekundäre nekrotische Prozesse 
schließen, die dann eintreten, wenn der Abbau apoptotischer Zellen durch den Organismus 
überlastet ist. Solche Ereignisse sind insbesondere nach Infektion mit Cu-1 mit der dort 
beobachteten massiven Apoptose sehr wahrscheinlich.  
 Deutliche Unterschiede waren zwischen Cu-1 und der attenuierten Variante Cu-1M 
festzustellen. Während nach Infektionen mit Cu-1 eine massive Vermehrung des Virus in 
nahezu allen Follikeln der BF stattfand, waren in nur ca. 50 % der Follikel Virusantigene nach 
Infektionen mit Cu-1M zu finden. Besonders auffallend war dabei, daß in der Cu-1-infizierten 
BF 12 h nach dem ersten Virusnachweis schon 75 % der Follikel mit massiver Apoptose zu 
beobachten waren. In der Cu-1M-infizierten BF waren dagegen nur ca. 10 % der Follikel 
betroffen (vgl. Tab. 6), wobei diese nie vollständig zerstört waren. Vergleichbar mit den 
Ergebnissen in vitro korreliert somit auch in vivo die Induktion der Apoptose mit der 
effizienten Vermehrung des Virus. TANIMURA u. SHARMA (1998) zeigten ebenfalls einen 
Zusammenhang zwischen Apoptose in der BF und der Virulenz des Virus. Auch führen 
Infektionen mit hochvirulenten und virulenten Stämmen von IBDV zu apoptotischen 
Prozessen in anderen Organen, wie z.B. Thymus, während dies nach Infektionen mit 
attenuierten Stämmen nicht zu beobachten ist (INOUE et al., 1994; TANIMURA u. 
SHARMA, 1998). In der vorliegenden Arbeit waren weder nach Infektion mit Cu-1M noch 
mit Cu-1 apoptotische Veränderungen in anderen lymphatischen Organen zu beobachten. 
Dies kann eine Erklärung dafür sein, daß – im Gegensatz zum Wildtypvirus Cu-1wt- die 
Hühner nach Infektionen mit Cu-1 zwar erkranken, aber nicht sterben. Nach Infektionen mit 
Cu-1M werden keine klinischen Symptome beobachtet. Somit bestätigen diese Ergebnisse 
wiederum, daß Apoptose in der Pathogenese der IBD eine wichtige Rolle spielt. 
 Nach Infektionen der Hühner mit dem Serotyp 2-Stamm 23/82 war keine Vermehrung 
des Virus in Zellen der BF nachzuweisen; ein vermehrtes Auftreten apoptotischer Prozesse im 
Vergleich zur Kontrolle wurde ebenfalls nicht beobachtet. Es ist bekannt, daß dieser 
apathogene Stamm nur ein sehr geringes Potential besitzt, sich in Lymphozyten zu vermehren 
(MÜLLER, 1987). Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung, welche ein ebenso sensitives 
Verfahren zum Nachweis einer IBDV-Infektion darstellt wie der Nachweis viraler Antigene 
mittels Immunhistochemie (NIEPER et al. 2000), wurde hier lediglich eine Aufnahme des 
viralen Genoms in einige wenige Zellen kurz nach der Infektion nachgewiesen. Es ist 
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denkbar, daß es sich dabei um Makrophagen handelt, die infizierte Zellen phagozytiert haben. 
Möglicherweise werden durch die langsame Vermehrung der apathogenen Serotyp 2-Stämme 
kaum apoptotische Prozesse ausgelöst, die wenigen infizierten (apoptotischen ?) Zellen von 
phagozytierenden Zellen erkannt und das Virus eliminiert wird, bevor eine Erkrankung 
eintritt. 
 
4.3. Mechanismen der Apoptose-Induktion: Rolle zellulärer und viraler Strukturen 
 Für zahlreiche Viren, u.a. z.B. für Influenza-, Röteln– und Hantaviren, ist beschrieben, 
daß die Virusreplikation für die Induktion von Apoptose notwendig ist (PRICE et al., 1997; 
DUNCAN et al., 1999; KANG et al., 1999). THAM u. MOON (1996) diskutierten in ihren 
Untersuchungen eine Unabhängigkeit zwischen der Vermehrung von IBDV und Apoptose, da 
apoptotische Zellen unmittelbar nach Infektion, ohne den Nachweis von Virusantigenen, zu 
beobachten waren. 
 In den hier durchgeführten Untersuchungen waren jedoch apoptotische Prozesse in der 
Zellkultur erstmals kurz nach dem Nachweis viraler Antigene festzustellen. Auch war mit 
zunehmender Produktion viraler Antigene eine Zunahme apoptotischer Zellen zu beobachten. 
Dies deutete auf einen Zusammenhang zwischen Virusvermehrung und Apoptose hin und 
wurde durch die Verwendung von UV-inaktivierten, nicht mehr vermehrungsfähigen 
Viruspartikeln von IBDV näher untersucht. Diese Partikel waren nicht in der Lage, Apoptose 
in HEF-Kulturen auszulösen. Eine Behandlung mit UV-Licht führt zur Schädigung des 
viralen Genoms und unterbindet daher eine Virusvermehrung, während eine Bindung der 
Viruspartikel an die Zelloberfläche jedoch höchstwahrscheinlich nicht beeinträchtigt wird. 
Die Ergebnisse lassen daher vermuten, daß die Induktion der Apoptose nicht über einen 
Rezeptor an der Zelloberfläche, an den das Virus bindet, stattfindet. Eine Vermehrung des 
Virus dagegen kann als eine wichtige Voraussetzung für die Induktion apoptotischer Prozesse 
angesehen werden. 
 
 Daß auch indirekte Mechanismen in der Apoptose-Induktion eine Rolle spielen, ließen 
Untersuchungen serieller Schnitte infizierter BF vermuten, die Apoptose in Follikeln zeigten, 
in denen selbst keine Virusvermehrung stattfand (TANIMURA u. SHARMA, 1998). Im 
Thymus beobachtete apoptotische Prozesse waren ebenfalls nicht mit einer Replikation von 
IBDV assoziiert (SHARMA et al., 1993; INOUE et al., 1994; TANIMURA u. SHARMA, 
1998). Lediglich in einigen Retikulozellen, Makrophagen und eingewanderten B-Zellen 
wurden virale Antigene nachgewiesen (INOUE et al., 1994).  
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 Um die Korrelation zwischen apoptotischen Zellen und Antigen-produzierenden Zellen 
näher zu charakterisieren, wurden in der vorliegenden Arbeit Doppelmarkierungen etabliert. 
Diese Studien zeigten überraschenderweise, daß in HEF-Kulturen in frühen Stadien der 
Infektion Apoptose in zahlreichen Zellen zu beobachten war, die selbst keine Virusantigene 
exprimierten. Zellen, in denen Virusantigene nachgewiesen wurden, waren dagegen erst spät 
nach Infektion apoptotisch (s. Abb. 29, S. 61). Diese in vitro-Ergebnisse weisen somit 
ebenfalls auf einen indirekten Mechanismus hin, der zum apoptotischen Zelltod in nicht-
infizierten Zellen führt. Es wurde vermutet, daß dies eine Erklärung für die schnelle und 
massive Zerstörung der BF nach IBDV-Infektion sein könnte, obwohl nur ca. 20 % der 
lymphoiden Zellen in der Bursa das Virus replizieren (MÜLLER, 1986; BURKHARDT u. 
MÜLLER, 1987). Tatsächlich zeigten die Untersuchungen der BF infizierter Tiere, daß auch 
in vivo Apoptose in zahlreichen Zellen zu finden war, die sich in der Umgebung 
virusantigenhaltiger Zellen befanden (s. Abb. 30, S. 63).  
 Diese Beobachtungen legten daher auch den Schluß nahe, daß von produktiv-infizierten 
Zellen Faktoren gebildet werden, welche in den Nachbarzellen Apoptose auslösen können. 
Apoptose in nicht-infizierten Zellen ist auch nach Infektion mit dem Virus der bovinen 
Virusdiarrhoe gezeigt wurden, wobei in den Kulturüberständen der infizierten Zellen IFN 
nachgewiesen wurden (ADLER et al., 1997). Nach Infektion mit IBDV ist ebenfalls eine 
Produktion von IFN, in vivo und in vitro, beschrieben (GELB et al., 1979a, b; 
SCHÜNENMANN, 1986) und konnte auch in der vorliegenden Arbeit in HEF nach Infektion 
mit Cu-1 gezeigt werden. 
 IFN haben eine wichtigen Bedeutung im Schutz gegen Infektionen mit einer Vielzahl 
von Viren. Vor allem IFN vom Typ I, zu denen IFN-α und IFN-β gehören, spielen eine 
essentielle Rolle bei der Induktion von Apoptose nach Virusinfektionen (TANAKA et al., 
1998). Diese werden innerhalb von Stunden nach Infektion exprimiert und limitieren in 
autokriner oder parakriner Weise die Entwicklung und Ausbreitung viraler Infektionen. Die 
Expression von IFN wird dabei durch dsRNA induziert, die während des Vermehrungszyklus 
zahlreicher Viren auftritt (JACOBS u. LANGLAND, 1996). 
 In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß IFN-α in vitro höchstwahrscheinlich nur 
eine untergeordnete Rolle bei der Induktion der Apoptose nach IBDV-Infektion spielt. Durch 
Zugabe von rekombinantem ChIFN-α zu den HEF-Kulturen konnte nachgewiesen werden, 
daß IFN-α zwar durchaus in der Lage ist, Apoptose - in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Konzentration - in den Zellen auszulösen. Ein neutralisierender Antikörper gegen das in der 
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infizierten Zellkultur vermutete IFN-α hatte jedoch keinen nachweisbaren Effekt auf die 
Apoptose nach IBDV-Infektion. Eine Erklärung dafür könnte sein, daß dieses Zytokin 
höchstwahrscheinlich nur in geringen Mengen in einer primären Kultur von Fibroblasten eine 
Rolle spielt, da es vorrangig von Lymphozyten und Monozyten gebildet wird (TAYLOR u. 
GROSSBERG, 1990). 
 Dagegen kann jede Zellart nach Virusinfektion IFN-β produzieren (TAYLOR u. 
GROSSBERG, 1990). Jedoch stand kein spezifisch gegen IFN-β des Huhnes gerichteter 
Antikörper zur Verfügung, um eine Rolle dieses Zytokines in der Apoptose nach IBDV-
Infektion nachzuweisen. Es besitzt aber mit IFN-α einen gemeinsamen Rezeptor und durch 
die Induktion ähnlicher Gene gleichartige biologische Aktivität. IFN-β könnte somit 
wahrscheinlich einen Faktor verantwortlich für die Induktion der Apoptose in HEF darstellen. 
 Die geringgradig erhöhte Synthese von NO nach Stimulation von HD-11-Makrophagen 
mit Kulturüberständen infizierter Zellen weist auf eine, wenn auch nur geringe, Produktion 
von NO-induzierenden Faktoren nach Infektion hin. Eine NO-induzierende Fähigkeit besitzen 
z.B. IFN-γ und TNF-α (NUSSLER et al., 1992). Eine maßgebliche Rolle von IFN-γ in der 
Apoptose-Induktion in vitro nach IBDV-Infektion konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. 
Da dieses Zytokin hauptsächlich von aktivierten Lymphozyten, NK-Zellen (TAYLOR u. 
GROSSBERG, 1990) und Makrophagen (MUNDER et al., 1998) gebildet wird, wird es daher 
in HEF-Kultur ebenfalls nur eine untergeordnete Bedeutung besitzen. Dagegen kann TNF-α 
außer von Monozyten und Makrophagen von einer Vielzahl von Zelltypen produziert werden 
(VILCEK u. SEN, 1996) und ist zudem als einen potenter Auslöser von Apoptose bekannt. 
Damit sollte auch TNF-α weiter als ein möglicher Apoptose-induzierender Faktor nach 
IBDV-Infektion diskutiert werden. 
 Andererseits ist eine Beteiligung von IFN in vivo nicht auszuschließen: In der BF wird 
eine Akkumulation von CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Nähe von IBDV-replizierenden 
Zellen beobachtet (SHARMA et al., 2000). Aktivierte CD4+ Zellen z.B. können über IFN-γ, 
welches nach IBDV-Infektion im Serum nachgewiesen wurde (laut persönlicher Mitteilung 
von Dr. T.P. van den Berg, Veterinary and Agrochemical Research Center, Brüssel, Belgien), 
Makrophagen u.a. zu einer Synthese von Apoptose-Mediatoren, wie z.B. NO oder TNF-α, 
anregen. Diese wiederum könnten für die Apoptose in nicht-infizierten Zellen verantwortlich 
sein, um eine Virusausbreitung zu verhindern. Da Makrophagen selbst mit IBDV infiziert sein 
können, ist auch eine direkte Aktivierung dieser möglich. So wurde in dieser Arbeit in der 
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Hühner-Makrophagen-Zell-Linie HD-11 gezeigt, daß in diesen durch Cu-1 direkt eine 
Synthese von NO induziert werden kann (s. Abb. 34B, S. 67).  
 Obwohl ein induzierender Faktor vermutet wurde und IFN auch nachgewiesen werden 
konnten, war mit Kulturüberständen Cu-1-infizierter Zellen nach Neutralisation bzw. 
Inaktivierung der Infektiösität des Virus keine Apoptose in den Zellen auszulösen. 
Neutralisierende, gegen das VP2 von IBDV gerichtete Antikörper resultieren in einer starken 
Inhibition der Virusbindung an die Zelloberfläche (NIEPER, 1995) und UV-Inaktivierung in 
einer Hemmung der Virusvermehrung (s. oben). Daher ist anzunehmen, daß im 
Zellkulturüberstand vorhandene Faktoren allein, ohne Aufnahme der Viruspartikel in die 
Zelle bzw. ohne Vermehrung des Virus, für die Induktion der Apoptose wahrscheinlich nicht 
ausreichend sind. TANAKA et al. (1998) konnte ebenfalls zeigen, daß durch alleinige 
Behandlung von Zellen mit IFN-α/β (in geringen Konzentrationen) keine Apoptose induziert 
wurde, sondern erst nach zusätzlicher Transfektion von dsRNA.  
 Daher ist wahrscheinlich, daß das Genom von IBDV, die dsRNA, eine wichtige Rolle in 
der Induktion von Apoptose spielt. Erste Untersuchungen wiesen in diesem Zusammenhang 
auf eine Beteiligung der sogenannten p68-Kinase, auch als dsRNA-abhängige Proteinkinase - 
PKR – bezeichnet, hin. Wie schon erwähnt stellt dsRNA einen potenten Induktor von IFN dar 
(JACOB u. LANGLAND, 1996), welche eine verstärkte Expression der p68-Kinase 
induzieren (SAMUEL, 1991; CLEMENS, 1996). Für die Aktivierung der Kinase ist 
anschließend die Bindung an dsRNA notwendig. Das aktivierte Enzym führt zur Hemmung 
der zellulären (LEVIN u. LONDON, 1978; GALABRU u. HOVANESSIAN, 1987) und 
somit auch viralen Proteinsynthese; in letzter Zeit ist auch die Induktion von Apoptose durch 
die p68-Kinase nachgewiesen worden (LEE u. ESTEBAN, 1994; SRIVASTAVA et al., 1998; 
KAUFMANN, 1999). Zur sicheren Abklärung der Bedeutung dieses Enzymes in der 
Apoptose nach IBDV-Infektion sowie zur Aufdeckung anschließender Signalwege bedarf es 
jedoch noch weiterführenden Untersuchungen. 
 
 Eine zweite interessante Beobachtung der Doppelmarkierungsstudien war, daß 
Virusantigen-exprimierende Zellen in frühen Stadien vor dem apoptotischen Zelltod geschützt 
schienen. Möglicherweise wird Apoptose in diesen Zellen durch virale Proteine gehemmt. 
Erst später, wenn die Virusvermehrung stattfinden konnte, wird Apoptose induziert, um eine 
Verbreitung des Virus zu ermöglichen. Eine Induktion der Apoptose durch den Organismus 
infolge Virusinfektion stellt einen Schutzmechanismus dar, der allerdings für das Virus 
nachteilig ist. So haben viele Viren Strategien entwickelt, um hemmende Effekte auf die 
 90 
virale Replikation zu unterlaufen. Dazu gehören u.a. Pockenviren (McFADDEN u. BARRY, 
1998), Epstein-Barr Virus (TARODI et al., 1994) oder Reoviren (YUE u. SHATKIN, 1997) 
die z.B. die Aktivität der p68-Kinase hemmen können.  
 Ob IBDV virale "Strukturen" (Proteine, Nukleinsäuren ?) mit Apoptose-hemmendem 
oder – induzierendem Potential besitzt, ist noch nicht eindeutig geklärt. Bekannt ist, daß die 
Anheftung von Cu-1-Partikeln an HEF zu Veränderungen an den Kaliumkanälen in der 
Zellmembran führt (REPP et al., 1998). Eine Inhibition der Apoptose in Nervenzellen (YU et 
al., 1997) und Lymphozyten (HUGHES et al., 1997) durch Reduktion der Aktivität dieser 
Kanäle ist bekannt.  
 Auch ist ein direkter Effekt der viralen Proteine VP2 und VP5 auf die Induktion der 
Apoptose beschrieben (FERNANDEZ-ARIAS et al. 1997, YAO et al. 1998). Dies konnte in 
der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestätigt werden. Nach Infektion von HEF-Kulturen mit 
der Mutante D78/VP5minus und dessen Elternvirus D78 konnte gezeigt werden, daß beide 
Viren in der Lage sind, Apoptose in HEF auszulösen. Dabei wurde eine annähernd gleiche 
Vermehrungsrate von D78/VP5minus und D78 festgestellt. Durch IFT mit VP5-spezifischen 
Antikörpern wurde bestätigt, daß auch nach mehrmaliger Passage des Virus in HEF keine 
Rückmutation stattgefunden hatte und VP5 nicht exprimiert wurde. YAO et al. (1998) 
dagegen diskutierte eine Rolle des VP5 in der Apoptose, da nach der Infektion mit der 
Deletionsmutante eine geringere Anzahl apoptotischer Zellen als nach Infektionen mit dem 
Elternvirus D78 festgestellt wurde. Da diese Arbeitsgruppe jedoch auch eine verzögerte 
Vermehrung von D78/VP5minus zeigte, läßt vermuten, daß die Verzögerung der Induktion von 
Apoptose und die geringere Anzahl apoptotischer Zellen wahrscheinlich durch die langsamere 
Vermehrung bedingt ist. Ein direkter Einfluß des VP5 auf die Induktion oder auch Hemmung 
der Apoptose in HEF besteht jedoch nicht. Dies bestätigt erneut, daß die Vermehrung von 
IBDV für die Apoptose essentielle Voraussetzung ist. Vergleicht man z.B. die Induktion der 
Apoptose durch das Elternvirus D78, einem zum Serotyp 1 gehörenden attenuierten 
Impfstamm, mit dem Stamm Cu-1, so sind nach Infektion mit D78 ebenfalls weniger 
apoptotische Zellen nachzuweisen. D78 zeigte dabei auch eine langsamere Vermehrung als 
Cu-1.  
 Für IBDV wurde auch gezeigt, daß nach Expression von VP2 Apoptose in einer 
Säugetierzell-Linie zu beobachten ist (FERNANDEZ-ARIAS et al., 1997). Die Induktion von 
Apoptose in HEF-Kulturen, dem homologen Wirtssystem, konnte nicht gezeigt werden. Die 
Schnittstellen für das VP2 im Polyprotein sind jedoch in jüngster Zeit berichtigt worden 
(SANCHEZ u. RODRIGUEZ, 1999), so daß das von dieser Arbeitsgruppe verwendete VP2 
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ca. 60 aa kürzer als das tatsächliche Protein war. Aus diesem Grund wurde in der 
vorliegenden Arbeit ein Plasmid mit der vollständigen kodierenden Sequenz für das VP2 von 
Cu-1 hergestellt und das Protein in HEF transient exprimiert. Die Interpretation der 
Ergebnisse wurde allerdings etwas erschwert, da das zur Transfektion eingesetzte Reagenz 
selbst schon Apoptose in den Zellen auslöste. Daher scheinen Transfektionsexperimente 
aufgrund der Schädigung der Zellen durch die verwendeten Substanzen nicht die geeignet 
Methode zu sein, um apoptotische Prozesse zu untersuchen. Jedoch weisen mehrmalige 
Wiederholung der Experimente daraufhin, daß auch VP2 höchstwahrscheinlich nicht für die 
Induktion der Apoptose verantwortlich ist.  
Die gezielte Suche nach verwandten Sequenzmotifen zwischen den Proteinen von 
IBDV und bekannten Apoptose-induzierenden oder -hemmenden Proteinen in Datenbanken 
des "National Center of Biotechnology" erbrachte ebenfalls keine verwertbaren Ergebnisse. 
So sind weitere Studien notwendig, um einen Einfluß des zweiten Hauptstrukturproteins 
(VP3), der viralen Protease (VP4)  auf die Apoptose zu untersuchen. Auch eine Rolle der 
viralen Polymerase (VP1) sollte in Betracht gezogen werden.  
 
 Diese Ergebnissen zusammenfassend könnte für die Induktion der Apoptose durch 
IBDV folgender Signalweg eine Rolle spielen (Abb. 47):   
In Virusantigen-exprimierenden Zellen (A) wird die Expression von IFN ausgelöst, 
möglicherweise durch fehlerhafte Viruspartikel, die ihre genomische dsRNA sozusagen 
infolge eines "Unfall" der infizierten Zelle präsentieren. Die IFN könnten in umliegenden 
Zellen (B) Apoptose auslösen. Es könnte vermutet werden, daß diese benachbarten Zellen, in 
denen keine Virusantigene nachgewiesen werden konnten, das virale Genom - die dsRNA - 
enthalten, aber aufgrund der Abhängigkeit der Vermehrung von IBDV vom Zellzyklus 
(MÜLLER, 1986) sich das Virus (noch) nicht vermehrt. Ob die Induktion der Apoptose dabei 
über eine verstärkte Expression der p68-Kinase eintritt, ist zur Zeit noch nicht vollständig 
geklärt, auch bleiben weitere Signalwege unbekannt.  
IFN können natürlich auch in den Virusantigen-exprimierenden Zellen Apoptose 
auslösen (A). Diese Zellen scheinen jedoch zunächst geschützt, eventuell um die Bildung 
viraler Partikel zu gewährleisten. Nach Abschluß des Vermehrungszyklus wird Apoptose 
auch in diesen Zellen induziert, möglicherweise um eine Verbreitung des Virus zu 
gewährleisten (C). Welche viralen Strukturen bei der Induktion oder Hemmung der Apoptose 










4.4. Induktion der Apoptose durch reassortante Viren  
  Die Beobachtung, daß der Serotyp 2-Stamm 23/82 trotz sehr guter Vermehrung in HEF 
ein geringeres Apoptose-auslösendes Potential besitzt als der Serotyp 1-Stamm Cu-1, legte 
die Vermutung nahe, daß Unterschiede in den viralen Proteinen beider Serotypen dafür 
verantwortlich sein könnten. Auch MÜLLER (1987) zeigte, daß seine Reassortante R1 
(Segment A von Cu-1 und Segment B von 23/82) in vivo eine bessere Vermehrung als 23/82 
zeigte und hinsichtlich Pathogenität eine Mittelstellung zwischen den beiden Elternviren 
einnahm. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit durch Verwendung der beiden möglichen 
reassortanten Viren, in denen die Genomsegmente A und B zwischen dem Serotyp 1 und dem 
Serotyp 2 ausgetauscht worden waren (Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B), festgestellt 
(B) Keine Vermehrung von IBDV 
Apoptose als Schutzmechanismus der Zelle und 
Verhinderung der Virusausbreitung ? 
Abbildung 47: Schematische Darstellung eines möglichen Mechanismus der Apoptose-Induktion
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werden, ob einem der beiden Genomsegmente eine Rolle in der Induktion der Apoptose 
zugeschrieben werden kann.  
 Die mittels reverser Genetik hergestellte Reassortante Cu-1A-23/82B besitzt die 
Strukturproteine des Serotyps 1 und die Polymerase des Serotyps 2; die zweite mögliche 
Reassortante 23/82A-Cu-1B die Strukturproteine des Serotyps 2 und die Polymerase des 
Serotyps 1. Für beide Reassortanten konnte hier eine gute Vermehrung in HEF nachgewiesen 
werden, die jedoch etwas unter der Vermehrungsrate der Elternviren Cu-1 und 23/82 lag. 
Möglicherweise wird die Vermehrung dadurch beeinträchtigt, daß die jeweils "fremde" 
Polymerase und die viralen Strukturproteine nicht optimal miteinander interagieren können. 
Es wäre z.B. denkbar, daß die Interaktionen zwischen VP3 und VP1 von IBDV, die für 
Virusvermehrung und Verpackung des viralen Genomes diskutiert werden (TACKEN et al., 
2000), nicht optimal zwischen Proteinen beider Serotypen funktionieren.  
 Apoptose war in HEF-Kulturen nach Infektion mit Cu-1A-23/82B zu beobachten, 
wobei diese aber erst später als nach Infektion mit den Elternviren eintrat. Jedoch ist der 
Anteil apoptotischer Zellen in der mit dieser Reassortante infizierten Zellkultur zu einem 
Zeitpunkt, zu dem annähernd gleiche Mengen Virusantigen-exprimierender Zellen wie nach 
Infektion mit Cu-1 und 23/82 vorhanden waren, mit den Elternviren vergleichbar (s. Tab. 12, 
S. 80 und Tab. 13, S. 81). Interessanterweise wurde durch 23/82A-Cu-1B, welches die 
Strukturproteine des apathogenen Stammes besitzt, kaum bzw. nur in ganz geringem Maße 
Apoptose in HEF induziert. Diese Beobachtung wurde gemacht, obwohl 72 h p.i. ebenfalls 
eine vergleichbare Anzahl Virusantigen-exprimierender Zellen zu finden war. Es scheint 
somit, daß die reassortanten Viren einerseits in Verbindung mit einer "fremden" Polymerase, 
die zu einer geringeren Vermehrungsrate führt, Apoptose später induzieren als die 
Elternviren. Die Ergebnisse zeigen aber auch wieder, daß die Strukturproteine des 
apathogenen Stammes 23/82 ein geringeres Apoptose-induzierendes (oder höheres 
inhibierendes ?) Potential besitzen. Jedoch kann noch keine weitere Aussage über die 
Bedeutung der einzelnen Proteine getroffen werden. Eine Infektion empfänglicher Hühner mit 
Cu-1A-23/82B und 23/82A-Cu-1B könnte zur Klärung der Rolle der Proteine beider 
Serotypen in der Induktion der Apoptose beitragen. Auch ein Austausch einzelner Proteine 
könnte die Bedeutung der viralen Proteine für Vermehrungsrate, Induktion von Apoptose und 






 Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, daß Apoptose nach Infektion mit IBDV einen 
wichtigen Pathogenitätsfaktor darstellt. Die Induktion von Apoptose ist dabei abhängig von 
(i) der Vermehrungsrate des Virus, insbesondere innerhalb der Serotyp 1-Stämme, und (ii) der 
Struktur / Funktion der viralen Proteine und steht im Zusammenhang mit der Virulenz des 
Virusstammes.  
 Verschiedene Mechanismen spielen dabei in der Pathogenese eine Rolle: die in frühen 
Stadien beobachtete Apoptose in umliegenden Zellen wird einem antiviralen Mechanismus 
des Organismus zugeschrieben, um eine Verbreitung des Virus zu verhindern. Virusantigen-
exprimierende Zellen dagegen waren anfangs vor dem apoptotischen Zelltod geschützt, so 
daß eine Vermehrung des Virus möglich ist. Später, wenn die Virusvermehrung stattfinden 
konnte, wird Apoptose auch in diesen Zellen induziert. Dieser Mechanismus kann für die 
Verbreitung des Virus eine Bedeutung haben. 
 Eine Beteiligung des Immunsystems an der Induktion der Apoptose ist sehr 
wahrscheinlich. Es ist wohl denkbar, daß Apoptose primär durch den Organismus ausgelöst 
wird, um eine Virusausbreitung zu verhindern. Apoptotische Zellen werden von 
phagozytierenden Zellen abgebaut, ohne daß weitere Entzündungsreaktionen und 
Schädigungen eintreten. Aufgrund der effizienten Vermehrung sehr virulenter Stämme von 
IBDV wird jedoch eine solch massive Apoptose induziert, daß der Abbau apoptotischer 
Zellen und somit eine Eliminierung des Virus für den Organismus nicht möglich wird. Folge 
sind sekundäre Nekrose mit Freisetzung zellulärer Substanzen, die zu Entzündungen, 
Freisetzung des Virus (Induktion der Apoptose durch das Virus ?) und Verbreitung im 
Organismus führen. Diese Prozesse führen schließlich zu einer akuten Erkrankung und zum 
Schock, welcher letztendlich für die Todesfälle verantwortlich gemacht wird (Abb. 48). 
 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen somit eine Grundlage für das Verständnis 
der Rolle der Apoptose in der Pathogenese von IBD. Weiterführende Untersuchungen zur 
Aufdeckung beteiligter zellulärer und viraler Strukturen können dazu beitragen, eine 
effiziente und sichere Lebendvakzine zu entwickeln, die die für die Induktion schützender 
Antikörper notwendigen Epitope besitzt, aber keine schädigenden Auswirkungen auf das 
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Abbildung 48: Schema des möglichen Mechanismus, der zu der schweren





In vitro- und in vivo-Untersuchungen zur Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese 
der Infektiösen Bursitis des Huhnes 
Institut für Virologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
99 Seiten, 48 Abbildungen, 13 Tabellen, 176 Literaturangaben 
 
 Das Virus der Infektiösen Bursitis (IBDV) vermehrt sich hauptsächlich in unreifen B-
Zellen der Bursa Fabricii (BF). Der daraus resultierende schnelle und massive Zellverlust 
wird für die akute Erkrankung (Infektiöse Bursitis; IBD) und die Immunsuppression 
verantwortlich gemacht. Andere lymphatische Organe sind in der Regel nicht betroffen. Dem 
apoptotischen Zelltod infolge IBDV-Infektion wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese 
der IBD zugeschrieben. Dies wird dadurch bestärkt, daß nach Infektionen mit in jüngster Zeit 
aufgetretenen hochvirulenten IBDV-Stämmen auch apoptotische Prozesse in anderen 
lymphatischen Organen zu beobachten sind. Die zugrunde liegenden zellulären Mechanismen 
als auch möglicherweise beteiligte virale Strukturen sind jedoch noch weitestgehend 
unbekannt und wurden in der vorliegenden Arbeit in vitro und in vivo untersucht. 
 
 Für den Nachweis von Apoptose wurden verschiedene Methoden (Analyse der DNA-
Fragmentierung, Annexin-V-Test, FACS-Analysen, Elektronenmikroskopie) angewendet. 
Dabei wurde in Hühnerembryofibroblasten (HEF) und in Zellen der BF die Induktion 
apoptotischer Prozesse durch den pathogenen Serotyp 1-Stamm Cu-1 nachgewiesen. Milz und 
Thymus waren nicht betroffen.  
 Vergleichende Untersuchungen mit IBDV-Stämmen unterschiedlicher Pathogenität 
zeigten, daß für Cu-1M, eine attenuierte Variante von Cu-1, in vitro und in vivo eine geringere 
Vermehrungsrate im Vergleich zum Elternvirus festzustellen war. Höchstwahrscheinlich in 
Korrelation dazu wurde Apoptose ebenfalls in einer weit geringeren Anzahl von Zellen 
ausgelöst. Nach Infektion mit dem apathogenen Serotyp 2-Stamm 23/82 dagegen war 
Apoptose in HEF später und in weniger Zellen als nach Infektion mit Cu-1 zu beobachten, 
obwohl die Vermehrungsrate beider Viren in HEF annähernd gleich war. 
 Weiterhin wurde gezeigt, daß die Vermehrung des Virus für die Induktion von 
Apoptose eine essentielle Voraussetzung ist. Infektionen mit inaktivierten, nicht mehr 
vermehrungsfähigen Viruspartikeln induzieren keine Apoptose in HEF-Kulturen. Jedoch 
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scheinen auch indirekte Mechanismen der Apoptose-Induktion eine Rolle zu spielen: In vitro 
als auch in vivo war in frühen Stadien der Infektion in den Virus-produzierenden Zellen keine 
Apoptose zu beobachten. Apoptotische Prozesse dagegen wurden in Zellen ausgelöst, die sich 
in der Umgebung Virus-produzierender Zellen befanden. In diesen produktiv-infizierten 
Zellen wurde Apoptose erst in späten Stadien der Infektion beobachtet. Diese Beobachtung 
könnte eine Erklärung für die massive Zerstörung der BF sein, obwohl nur ca. 20 % der 
Zellen mit IBDV infiziert sind. Als ein möglicher Faktor verantwortlich für die Apoptose-
Induktion wurde dabei nach Infektion mit Cu-1 die Produktion von Interferonen (IFN) in 
HEF-Kulturen nachgewiesen. Weitere Signalwege bleiben zur Zeit noch weitestgehend offen.  
 Das virale Nichtstrukturprotein VP5, dessen Funktion unbekannt ist, kann nicht für die 
Induktion der Apoptose durch IBDV verantwortlich gemacht werden. Nach Infektion von 
HEF mit der Deletionsmutante D78/VP5minus war weder ein fördernder noch ein hemmender 
Effekt durch das Fehlen von VP5 auf die Apoptose zu beobachten. Weiterhin zeigten 
Transfektionsexperimente mit dem Kapsidprotein VP2, daß auch dieses Protein allein nicht in 
der Lage ist, Apoptose zu induzieren. 
 Weiterhin wurden HEF mit den beiden reassortanten Viren Cu-1A-23/82B und 23/82A-
Cu-1B, bei denen die Strukturproteine (Segment A) und die virale Polymerase (Segment B) 
zwischen dem Serotyp 1 und dem Serotyp 2 ausgetauscht worden waren, infiziert. Damit 
sollte untersucht werden, ob eines der beiden Genomsegmente für das unterschiedlichen 
Apoptose-induzierende Potential beider Serotypen verantwortlich ist. Beide Reassortanten 
zeigten eine langsamere Vermehrung als ihre Elternviren, worauf die geringere Anzahl 
apoptotischer Zellen zurückgeführt wurde. Vergleicht man die Reassortanten miteinander, 
vermehrten sich beide annähernd gleich gut. Jedoch induzierte wiederum 23/82A-Cu-1B, 
welches die Strukturproteine des Serotyp 2 besitzt, kaum Apoptose in HEF. 
 Aus diesen Ergebnissen läßt sich zusammenfassen, daß die Induktion der Apoptose 
abhängig ist von der Vermehrungsrate des Virus, insbesondere innerhalb der Serotyp 1-
Stämme und eine mögliche Erklärung für die geringere Pathogenität attenuierter Stämme 
darstellt. Die apathogenen Serotyp 2-Stämme scheinen dagegen ein geringeres Apoptose-
induzierendes Potential zu besitzen, welches nicht auf eine unterschiedliche Vermehrungsrate 
zurückzuführen ist. Hier sind wahrscheinlich serotypspezifische Unterschiede in Struktur und 





In vitro- and in vivo-investigations on the role of apoptosis in the pathogenesis of 
infectious bursal disease in chickens 
Institute of Virology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig 
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 The infectious bursal disease virus (IBDV) replicates primarly in lymphoid cells of the 
bursa of Fabricius (BF) resulting in a rapid loss of cells. Infected animals show symptoms of 
an acute disease (infectious bursal disease, IBD) or develop a severe immunosuppression. 
Other lymphatic organs are hardly affected. The apoptotic cell death after IBDV-infection is 
thought to play an important role in the pathogenesis of IBD. This is supported by the 
detection of apoptosis in other lymphatic organs after infections with very virulent strains of 
IBDV. The mechanisms and possible viral structures responsible for the induction of 
apoptosis are not understood and were investigated in the current studies in vitro and in vivo. 
 
 Several methods (analysis of DNA-fragmentation, Annexin-V-assay, FACS-analysis 
and electronmicroscopy) were applied for the detection of apoptotic cells. The induction of 
apoptosis by the pathogenic serotyp 1 strain Cu-1 was shown in chicken embryo (CE) cells 
and in cells of the BF. Cells in the spleen and thymus were not affected. 
 In order to compare their apoptotic effects, IBDV strains with different pathogenicity 
were used for infections. Cu-1M, the attenuated strain of Cu-1, was characterised by a more 
slow replication compared to the parental strain Cu-1 in vitro and in vivo. Cu-1M-infection 
resulted also in lower number of apoptotic cells. However, after infection with the 
apathogenic serotype 2 strain 23/82 apoptosis was observed in CE cell cultures at later time-
points and in lower number of cells compared to infection with Cu-1, although both viruses 
showed similar replication rates in CE cells.  
 The viral replication was shown to be an essential prerequisite for the induction of 
apoptosis. Infections with inactivated, replication-incompetent virus particles did not result in 
apoptosis in CE cell cultures. The results also showed that indirect mechanisms might be 
responsible for induction of apoptosis after IBDV infection: In vitro as well as in vivo 
apoptosis was not observed in virus-producing cells early after infection. Apoptosis was 
induced in cells in the vicinity of these virus-producing cells. In the cells expressing viral 
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antigens apoptosis was only detected at later stages of the infection. These observations might 
be an explanation for the strong depletion of the BF, despite only low numbers (20 %) of cells 
infected with IBDV. The production of interferons (IFNs) could be shown in Cu-1-infected 
CE cells, indicating a possible role in the induction of apoptosis after infections with IBDV. 
Further pathways remain still open. 
 The viral protein VP5, a non-structural protein with unknown function, is not 
responsible for the induction of apoptosis by IBDV. The loss of VP5 has neither an inducing 
nor an inhibiting effect on apoptosis as shown by infections of CE cells with the deletion-
mutant virus D78/VP5minus. Transfection experiments using the capsid protein VP2 
demonstrated, that this protein is also not able to induce apoptosis in CE cells. 
 Furthermore CEF were infected with the reassortant viruses Cu-1A-23/82B and 
23/82A-Cu-1B, where the structural proteins (segment A) and the viral polymerase (segment 
B) were exchanged between serotype 1 and serotype 2. These investigations should help to 
elucidate the role of both segments of the IBDV genome in the different apoptotic potential of 
the two serotypes. Both reassortant viruses showed a lower replication rate compared to the 
parental strains and, probably therefore, apoptosis was also induced in lower numbers of cells. 
When compared to each other, the reassortants replicated in similar rates. However, again 
23/82A-Cu-1B, which contains the structural proteins of the apathogenic serotype 2, induced 
apoptosis only in very few cells of the CE cell culture. 
  Taken together these results show, that the induction of apoptosis depends on the 
replication rate of the virus, in particular within serotype 1 strains and explain the lower 
pathogenicity of the attenuated strains. The apathogenic serotype 2 strains, however, seem to 
have a lower potential to induce apoptosis, (relatively) independent of their replication rates. 
In this case serotype-specific differences in the structure and function of the viral proteins 
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Lösungen, Puffer und Medien 
Die chemischen Grundstoffe wurden, wenn nicht durch einen besonderen Vermerk 
gekennzeichnet, von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Sigma (Deisenhofen), E. Merck 




   8,0   g NaCl + 
   0,4   g KCL 
   1,0   g Glucose 
   0,35 g NaHCO3 
   0,5   g Trypsin 
   0,5   g EDTA 
    0,06 g KH2PO4 
   0,09 g Na2HPO4 x 12 H2O2 
 auf 1000 ml aqua bidest. 
 
Wachstumsmedium I 
 94,5 ml  1 x Dulbecco`s Modified  
    0,5 ml    Streptomycin/Penicillin   
    5,0 ml fetales Kälberserum  
 
Wachstumsmedium II 
 89,5 ml  1 x Minimum Essential   
    0,5 ml    Streptomycin/Penicillin   
  10,0 ml fetales Kälberserum  
 
Erhaltungsmedium 
   4,5 ml 1 x Dulbecco`s Modified 
   0,5 ml  Streptomycin/Penicillin  
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Halbfestes Medium für Plaque-Test 
  50,0 ml 2 x Dulbecco`s Modified 
    0,5 ml Streptomycin/Penicillin  
    2,0 ml Neutralrot (2,5 g/l) 
  47,5 ml purified Agar (1,4 %ig) Difco Laboratories, Detroit, Michigan 
 
PBS (= Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung; nach DULBECCO u. VOGT, 1954) 
    8,0     g NaCl  
    0,2     g  KCL 
    0,144 g  NaH2PO4 x 2 H2O 
    0,2     g  KH2PO4  
    0,1     g  MgCl2 x 6 H2O * 
    0,1     g        CaCl2 * 
 auf 1000 ml mit aqua bidest. 
 Mit * gekennzeichnete Substanzen wurden einzeln gelöst. 
 
TBS (10 x) ( = Tris-gepufferte Kochsalzlösung) 
  60,57  g Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan 
  80,0    g NaCl 
 auf pH 7,6 mit HCl einstellen 
 auf 1000 ml mit aqua bidest. 
 
Trypsinlösung 
     2,5 ml Trypsin 
 500,0 ml  PBS 
 
TAE-Puffer (50 x) 
 242,0   g  Tris 
   57,1 ml Eisessig 
 100,0 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 
 auf 1000 ml mit aqua bidest. 
 
Proteinase K-Puffer 1 (für Gewebeschnitte) 
 100,0 mM Tris-HCl 
 121 
   50,0 mM EDTA, pH 8,0 
 
Proteinase K-Puffer 2 (für DNA-Isolierung) 
  10,0 mM Tris-HCl, pH 8,0 
  10,0 mM NaCl 
  10,0 mM EDTA 
    0,5     % Na-Dodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg 
 
Verdaupuffer 
    50,0 mM  Tris-HCl, pH 8,0 
      5,0 mM  EDTA,  pH 8,0 
    50,0 mM  NaCl 
      0,5    %  SDS    
 
SSC (20 x), pH 7,0 
   3,0   M  NaCl  
   0,34 M  Natriumzitrat  
 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) 
 250,0 mg Heringssperma-DNA  
   25,0 ml Puffer 4 (pH 8,0) 
 
Maleatpuffer, pH 7,5 
  11,61   g 100 mM Maleinsäure 
    8,77   g NaCl 
 auf 1000 ml mit aqua bidest. 
 
Dextransulfat (50 %) 
  10,0 g Dextransulfat 
 auf 20,0 ml mit aqua bidest. 
 
Denhardts Lösung (50 x) 
  1,0 g PVP 
    1,0 g BSA 
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    1,0 g Ficoll 400 
 auf 100,0 ml mit aqua bidest. 
 
Blockierungsstammlösung (für ISH) 
  10,0   g  Blocking Reagenz 
 100,0 ml  Maleatpuffer 
 
Puffer 1 (2 x) (für ISH) 
 200,0 ml  1 M Tris-HCl, pH 7,4 
   60,0 ml 5 M NaCl 
 auf 1000 ml mit aqua bidest 
 
Puffer 2 (für ISH) 
       10,0 ml Blockierungsstammlösung  
     90,0 ml Maleatpuffer 
 
Puffer 3 (für ISH) 
     25,0 ml  1 M Tris-HCl, pH 9,5 
       5,0 ml  5 M NaCl 
     12,5 ml  1 M MgCl 
 auf 250 ml mit aqua bidest 
 
Puffer 4 (für ISH) 
  10,0 mM Tris-HCl, pH 7,5 
    1,0 mM EDTA 
 
Chloroform/Isoamylalkohol 
   96,0 ml  Chloroform   
 4,0 ml Isoamylalkohol 
 
HEPES-Inkubationspuffer (für Annexin-V-Test) 
   10,0 mM  HEPES/NaOH, pH 7,4 
 140,0 mM   NaCl 
     5,0 mM  CaCl2 
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TdT-Puffer (für TUNEL-Assay) 
 140,0 mM   Natriumcacodylat 
   30,0 mM   Tris, pH 7,2 
     1,0 mM   Kobaltchlorid 
 
Paraformaldehydlösung (für TUNEL) 
     2,0   g  Paraformaldehyd (PFA) 
 100,0 ml  PBS 
 auf pH 7,4 mit 1 N HCl einstellen 
 
Triton X-100-Lösung (für TUNEL) 
  0,1 ml Triton X-100 
 0,1 ml     Natriumzitrat 
 auf 100 ml mit aqua bidest. 
 
NBT/BCIP-Substratlösung 
    0,2 ml NBT/BCIP-Stammlösung 
  10,0 ml Puffer 3 
 
Propidiumjodid-Färbelösung 
    50,0 µg Propidiumjodid    
    40,0 µg RNAse A I (40 U/ml)   
      1,0  %  BSA 
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